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La migration cellulaire est un phénomène essentiel au développement, à l’immunité et à la 
cicatrisation. Pourtant, l’activation des programmes de migration en dehors des situations 
physiologiques peut avoir des effets néfastes. Par exemple, la migration cellulaire permet aux cellules 
d’une tumeur primaire d’envahir de nouveaux territoires et d’installer des tumeurs secondaires ou 
métastases. Lorsqu’une migration cellulaire est initiée à partir d’un tissu épithélial, ces cellules doivent 
acquérir des caractéristiques mésenchymateuses. Pour cela, elles diminuent leur adhérences cellule-
cellule, perdent leur polarité apico-basale, réorganisent leur cytosquelette, changent d’adhérence à la 
matrice et modifient la composition et l’organisation de la matrice. C’est ce qu’on appelle la transition 
épithélio-mésenchymateuse (TEM). 
La famille des Métalloprotéinases Matricielle (MMP) est connue pour participer au 
remodelage de la matrice. Les MMPs sont au nombre de 25 et sont sécrétées ou membranaires. L’une 
de ces MMP membranaires est MMP14 ou MT1-MMP. Elle participe à la migration physiologique et 
pathologique via la dégradation de composants de la matrice. Elle dégrade également des protéines 
non matricielles sécrétées ou membranaires. De plus, MMP14 agit indépendamment de son activité 
catalytique en régulant par exemple l’activation de petites GTPases, de voies de signalisation et en 
contrôlant l’expression de gênes. Cependant, beaucoup d’études sur MMP14 ont été faites in vitro et 
ex vivo et il n’est pas clair si toutes les fonctions de MMP14 sont retrouvées in vivo. Plus 
spécifiquement les fonctions possibles de MMP14 dans la TEM et la migration in vivo sont encore mal 
définies. Nous proposons d’utiliser les crêtes neurales (CN) de l’embryon de poulet comme modèle 
pour étudier MMP14 au cours de la TEM et de la migration in vivo. 
Les CN sont des cellules embryonnaires retrouvées dans la partie dorsale du tube neural. Les 
CN réalisent une TEM pour quitter le tube neural avant de parcourir de longues distances et donner 
de nombreux types cellulaires. Les CN se séparent en deux populations, les CN céphaliques retrouvées 
dans la tête et les CN troncales dans le reste de l’embryon. Ces deux populations de CN réalisent des 
TEM différentes, avec une TEM rapide et massive pour les CN céphaliques et plus lente et en continue 
pour les CN troncales. Même si ces TEM sont différentes, elles présentent une diminution des jonctions 
cellulaires, une perte de la polarité apico-basale, un changement d’adhérence à la matrice et une 
réorganisation de la matrice. Une particularité des CN troncales est la localisation du noyau en position 
basale de l’épithélium juste avant la sortie du tube neural. Plusieurs substrats de MMP14 sont 
retrouvés dans  la TEM et la migration des CN et une étude a montré par PCR la présence de l’ARNm 
de MMP14 dans les CN céphaliques de poulet.  
L’objectif de la thèse est d’explorer la fonction de MMP14 au cours de la TEM et de la migration 
des CN. Nous avons montré que MMP14 est exprimée dans les deux populations de CN au cours de la 
TEM et de la migration. De plus, sa localisation cellulaire change d’apicale à basale lors de la TEM. Des 
pertes de fonction montrent que MMP14 est nécessaire à la TEM. Nos études de sauvetage avec 
différents variants de MMP14 indiquent: 1/ le domaine cytoplasmique n’est pas nécessaire, 2/ le 
domaine extracellulaire est nécessaire, 3/ l’activité catalytique n’est pas requise pour la TEM. MMP14 
est impliquée dans le contrôle des jonctions cellulaires via un switch entre les cadhérin-6B et 
cadhérine-7 mais pas dans le remodelage de la matrice. Nous avons aussi montré que MMP14 est 
nécessaire au changement de polarité cellulaire au moment de la TEM. Par ailleurs, nous avons montré 
que MMP14 est requise pour la formation des adhérences à la matrice. 
 En conclusion, notre étude montre que MMP14 est impliquée dans la TEM et la migration des 






Cell migration is an essential event during embryonic development, immunity and wound 
healing. Furthermore, the activation of migration program in non-physiologic conditions can have side 
effects. For example, cell migration promotes invasion of primary tumor cells in new territories and 
the formation of secondary tumors or metastasis. When an epithelial tissue initiates migration, 
epithelial cells need to gain mesenchymal attributes. To this end, they decrease their cell-cell 
adhesions, loss their apico-basal polarity, reorder their cytoskeleton, change their matrix adhesions 
and modify the matrix composition and organization. This event is named epithelial-mesenchymal 
transition (EMT). 
The family of Matrix Metalloproteinase (MMP) is known to reshape the matrix. MMP family is 
composed of 25 members which are secreted or linked to the membrane. One of the membrane-
bound MMP is MMP14 or MT1-MMP. MMP14 is known to promote physiological and pathologic cell 
migration by inducing degradation of numerous matrix components. MMP14 cleaves also non-matrix 
proteins which are secreted or membrane-bound. Moreover, MMP14 can act independently of its 
catalytic activity for example in the regulation of small GTPases, signaling pathway and in gene 
expression control. However, the vast majority of MMP14 related studies were conducted in vitro or 
ex vivo and it is not clear whether some of its functions occur in vivo. More specifically, MMP14’s 
putative functions in EMT and migration are still ill-defined. We propose to use the Neural Crest (NC) 
of chick embryo as model to study MMP14 during in vivo EMT and migration. 
NC is an embryonic cell population located in the dorsal part of the neural tube. NC cells realize 
an EMT to leave the neural tube before performing a long-distance migration and producing a myriad 
of cell types as neurons, bones and cartilages of the face and pigment cells. NC cells are divided in two 
populations, the cephalic NC in embryo’s head and the trunk NC in the posterior part. The cephalic NC 
perform a fast and massive EMT while the trunk NC’s EMT is slower and continuous. Although the EMT 
are different, they conserve common characteristics with a decrease of cell junctions, a loss of the 
apico-basal polarity, a change of matrix adherence and a rearrangement of the matrix. One 
particularity of trunk NC is the epithelium basal position of the nucleus just prior their exit from the 
neural tube. Many MMP14’s substrates are found during NC EMT and migration and a study suggested 
by PCR that chick cephalic NC express MMP14 mRNA.    
The goal of this thesis is to explore the function of MMP14 during chick NC EMT and migration. 
Our results show that MMP14 is expressed by the two populations of NC during EMT and migration. 
Moreover, MMP14 cell localization changes from apical to basal during EMT. Loss of function 
experiments show that MMP14 is needed for NC EMT. Our rescues with various MMP14 versions 
indicate that: 1/ the cytoplasmic domain is not essential, 2/ the extracellular domain is needed and 3/ 
the catalytic activity is not required for EMT. MMP14 is involved in the control of cell junctions by a 
switch between cadherin-6B and cadherin-7 but not in the remodeling of the matrix during NC EMT. 
We have also showed that MMP14 is necessary for the change of cell polarity during EMT. 
Furthermore, we have showed that MMP14 is needed for the formation of matrix adherence.  
In conclusion, our study shows that MMP14 is involved in NC EMT and migration and that NC 






Introduction   
1. La transition épithélio-mésenchymateuse. 
La migration cellulaire est au cœur de nombreux processus physiologiques comme le 
développement embryonnaire, l’immunité ou la cicatrisation. Lorsque la migration est initiée 
à partir de cellules dites épithéliales, c’est-à-dire organisées en tissu compact via la formation 
de jonctions cellulaires à l’interface entre les cellules, entre les cellules et la matrice 
extracellulaire, le départ en migration nécessite une transition épithélio-mésenchymateuse 
(TEM). La TEM permet aux cellules épithéliales de devenir migratrices et de remodeler leur 
microenvironnement. Cette transition est sous le contrôle de plusieurs facteurs de 
transcription et implique de nombreux changements moléculaires qui seront détaillés dans 
les paragraphes suivants (parties 1c) (figure 1) (Lamouille et al., 2014; Nieto et al., 2016).  
Au cours du développement précoce, la majeure partie des tissus embryonnaires est 
de type épithélial. Les migrations cellulaires de grande ampleur comme la gastrulation 
(formation du système digestif) ou la migration des crêtes neurales (CN) (formation du 
système nerveux périphérique, entre autres) sont donc initiées via une TEM. Nous retrouvons 
également la TEM dans des cas pathologiques, notamment dans les tumeurs d’origines 
épithéliales (les carcinomes) lors de la dissémination métastatique des cellules tumorales dans 
l’organisme (Lamouille et al., 2014; Nieto et al., 2016). 
La TEM est réversible. Les cellules peuvent effectuer plusieurs cycles de TEM et de ré-
épithélialisation. Par exemple au cours de la gastrulation chez les amniotes, les cellules au 
niveau de la ligne primitive réalisent une TEM pour envahir le blastocèle, la cavité 
embryonnaire, pour donner le mésoderme et l’endoderme. Cette TEM est considérée comme 





épithélialise pour former les somites, structures embryonnaires qui donnent les vertèbres, le 
derme et du muscle. Ensuite, les somites réalisent une TEM, considérée comme une TEM 
secondaire, pour se séparer en dermamyotome et sclérotome. Par la suite des TEM dites 
tertiaires se déroulent avec, par exemple, la génération du mésenchyme nécessaire à la 
formation des valves cardiaques (Lim and Thiery, 2012). 
 
Figure 1 : Transition Epithélio-Mésenchymateuse.  
Schéma des différentes étapes de la transition épithélio-mésenchymateuse. Marron, cadhérines ; 
rouge, intégrines ; bleu, noyaux ; jaune, MMPs. Adapté de Theveneau and Mayor CMLS 2013 
(Theveneau and Mayor, 2013).  
 
La TEM n’est pas toujours complète. Lorsque l’épithélium concerné doit maintenir une 
fonction de barrière pendant la migration, comme l’épiderme après une blessure, les cellules 
conservent des liens forts et présentent des caractéristiques à la fois épithéliales et 





Les paragraphes suivants présentent une vue d’ensemble des caractéristiques 
épithéliales et mésenchymateuses et les grandes lignes du contrôle moléculaire de la TEM. 
 
1a. Les cellules épithéliales: les briques des épithéliums. 
Les cellules épithéliales composent les épithéliums qui jouent un rôle de frontière avec 
l’environnement extérieur, notamment une fonction de barrière pour les pathogènes et les 
toxines mais aussi de régulation des échanges de nutriments. Les cellules épithéliales sont 
fortement attachées entre elles, présentent une polarité apico-basale bien définie, une 
organisation particulière du cytosquelette et sont ancrées à une lame basale (figure 2).  
 
1a1. Polarité apico-basale  
La polarité apico-basale est mise en place par plusieurs complexes protéiques. Dans la 
partie apicale des cellules, il y a le complexe Par composé des protéines Par3, Par6 et atypical 
PKC (aPKC) et le complexe Crumb composé des protéines Crumb, protein associated with Lin 
seven 1 (Pals1) et PALS1-associated tight junction protein (Patj). Dans le compartiment basal, il y a 
le complexe Scribble composé des protéines Scrib, Discs-large (DLG) et Lethal Giant Larva (LGL) 
(figure 2) (Ann Mack and Georgiou, 2014). Le rôle principal de la polarité apico-basale est 
d’organiser l’architecture cellulaire via la mise en place des jonctions et du cytosquelette 
(Elsum et al., 2013; Michel et al., 2005). Les centres organisateurs de microtubules sont 
localisés au pôle apical, de même que la ceinture d’actine corticale qui relie les cadhérines des 
jonctions adhérentes (figure 2). La mise en place de la polarité apico-basale est dépendante 





passent d’un état actif lié au GTP à un état inactif lié au GDP. L’activation se fait par des 
guanines nucleotide exchange factors (GEF). L’inactivation est dépendante de GTPase 
activating proteins (GAP). La petite GTPases CDC42 participe à la formation de la polarité 
apico-basale en formant un complexe avec Par6. La formation du complexe CDC42-Par6 
entraine une augmentation de l’activité de la kinase aPKC qui phosphoryle les protéines Par3, 
Crumb et LGL impliquées dans l’établissement de la polarité (Ann Mack and Georgiou, 2014). 
 
Figure 2 : Caractéristiques d’une cellule épithéliale.  
Schéma de cellules épithéliales où sont représentés les différents complexes organisant la polarité 
apico-basale, les jonctions cellulaires, le cytosquelette et la lame basale. JS : Jonction serrée, JA : 
Jonction adhérente, D : Desmomosome, G : Jonction Gap, AM : Adhérence à la matrice.  
 
1a2. Jonctions cellulaires. 
Quatre types d’adhérence intercellulaire participent aux fonctions de l’épithélium et à 
son maintien : les jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les desmosomes et les jonctions 





sont composées des protéines claudines et occludines. Elles assurent l’étanchéité de 
l’épithélium en empêchant les échanges passifs de molécules entre les cellules. Claudines et 
occludines s’associent avec les protéines Zona Occludens (ZO) et la protéine cingulin dans 
leurs parties cytoplasmiques permettant l’interaction avec le cytosquelette d’actine (figure 3) 
(Citi et al., 2011; Citi et al., 2014). Les jonctions adhérentes sont retrouvées juste en dessous 
des jonctions serrées. Elles permettent de maintenir les cellules de l’épithélium cohésives 
entre elles. Elles sont composées des cadhérines, des protéines de jonctions dépendantes du 
calcium. Les cadhérines sont séparées en deux groupes : les cadhérines de type I avec E-
cadhérine et N-cadhérine par exemple, et les cadhérines de type II comprenant par exemple 
les cadhérine-6/6B, cadhérine-7 et cadhérine-11. Dans leur partie cytoplasmique, elles lient 
les caténines   et p120 qui font le lien avec le cytosquelette d’actine (figure 3) (Citi et al., 
2011; Citi et al., 2014). Les desmosomes, composés des protéines desmocollin, desmoglein et 
desmoplakin, sont associés aux filaments intermédiaires du cytosquelette (figure 3). Enfin, les 
jonctions gap, formées par les protéines de la famille des connexines, sont organisées en 
tunnel permettant l’échange de molécules entre deux cellules adjacentes (figure 3) (Kotini and 
Mayor, 2015). Il existe plusieurs feedbacks de régulation entre les jonctions cellulaires. Par 
exemple, il a été montré que la partie cytoplasmique de connexine 43, une protéine des 
jonctions gap, se localise dans le noyau, forme un complexe avec l’ARN polymérase II et régule 
positivement l’expression de la N-cadhérine, favorisant ainsi les jonctions adhérentes (Kotini 
et al., 2017).  Les jonctions cellulaires sont des lieux importants d’ancrage et d’organisation du 
cytosquelette. De plus, le cytosquelette participe à la dynamique des jonctions cellulaires et 
cet évènement est contrôlé par les  petites GTPases Rho. La protéine Rac1 permet la formation 
de lamellipodes qui aident à l’initiation des contacts cellulaires. Au niveau du site de contact, 





L’activité de Rac1 diminue au centre du contact mais reste importante à la périphérie 
entrainant l’expansion de la jonction cellulaire. Les protéines Rho sont des régulatrices clés 
des adhérences serrées. Le traitement avec l’inhibiteur des rho C3 entraine une diminution de 
la fonction des jonctions serrées dans les cellules intestinales humaines. Egalement, CDC42 en 
formant un complexe avec Par3 et Par6 promeut la formation des jonctions serrées (Ann Mack 
and Georgiou, 2014; Citi et al., 2011; Citi et al., 2014). 
 
Figure 3 : Les différents rôles et associations au cytosquelette des jonctions cellule-cellule.  
Schéma représentant les quatre jonctions cellulaires retrouvées dans les cellules épithéliales avec leurs 
fonctions, les protéines qui les composent et leur lien avec le cytosquelette. Adapté de Citi, Small 
GTPases 2014 (Citi et al., 2014). 
 
1a3. La lame basale, support des cellules épithéliales. 
Les cellules épithéliales sont ancrées sur une lame basale par des hemi-desmosomes 
composés d’intégrines attachées au cytosquelette des filaments intermédiaires (Walko et al., 
2015). La lame basale se compose d’au moins une laminine, d’un type de collagène IV, de 
nidogène et de sulfate d’héparane protéoglycane (HSPG) (Pozzi et al., 2017). Elle a un rôle de 





apico-basale des cellules, notamment via l’activation de l’intégrine 1 qui lie la protéine 
integrin linked kinase (ILK) impliquée dans l’organisation des microtubules et de la polarité 
apico-basale (Lee and Streuli, 2014).  Via les HSPGs, la lame basale sert aussi de réservoir de 
facteurs de croissance comme le FGF et facilite l’interaction des facteurs avec leurs récepteurs 
(Pozzi et al., 2017). 
 
1b. Les cellules mésenchymateuses. 
Les cellules mésenchymateuses ne présentent pas de polarité apico-basale mais une 
polarité avant-arrière. A l’avant, les cellules présentent des protrusions cellulaires avec des 
lamellipodes et des filopodes (figure 4). Ces protrusions se forment via la polymérisation de 
filaments d’actine sous le contrôle des petites GTPases Rac1 et Cdc42 (Ridley, 2015). Ces 
filaments sont branchés dans les lamellipodes et organisés de façon parallèle dans les 
filopodes. Ils permettent aux cellules d’explorer l’environnement et d’ancrer leurs membranes 
sur la matrice extracellulaire via la formation de nouvelles adhérences focales. Celles-ci sont 
constituées d’intégrines attachées au cytosquelette par un complexe macromoléculaire 
contenant notamment les protéines FAK et paxilline (Maziveyi et al., 2015). A l’arrière, l’actine 
forme des câbles antiparallèles d’acto-myosine sous le contrôle de RhoA qui permettent de 
générer les forces contractiles nécessaires au détachement des adhérences focales matures, 
à la rétractation de l’arrière de la cellule et donc au déplacement du corps cellulaire (figure 4) 
(Ridley, 2015). Dans le cas de la migration mésenchymateuse, le contrôle précis de l’adhérence 
à la matrice est crucial. Si les cellules mésenchymateuses adhèrent peu à la matrice, elles se 
détachent et migrent moins bien. A l’inverse, une trop forte adhérence à la matrice entraine 






Figure 4 : Caractéristiques d’une cellule mésenchymateuse.  
A. Schéma représentant une cellule mésenchymateuse en cours de la migration avec l’organisation du 
cytosquelette d’actine et des microtubules. B. Schéma de l’organisation du complexe Par et des petites 
GTPases Rho. Adapté de Reig Development 2014 (Reig et al., 2014). 
 
1c. La transition épithélio-mésenchymateuse : Régulation et changement 
cellulaire. 
Au cours de la TEM les cellules épithéliales diminuent leurs adhérences cellulaires, 
perdent leur polarité apico-basale, réorganisent leur cytosquelette, changent leurs 
adhérences à la matrice et réorganisent la matrice (figure 1). La TEM est orchestrée par des 
facteurs sécrétés (TFG Wnt, FGF) contrôlant l’expression de facteurs de transcription (Snail, 
Twist, Ets, Zeb) (Lamouille et al., 2014; Lim and Thiery, 2012; Nieto et al., 2016). Ces différents 
facteurs régulent l’expression de protéines impliquées dans l’état épithélial et 
mésenchymateux (Cadhérines, Intégrines, composants du cytosquelette) entrainant ainsi les 
changements cellulaires de la TEM. Ces grands principes s’appliquent à tous les exemples de 





(physiologiques, pathologiques, complète/partielle) et du type cellulaire étudié. A titre 
d’exemple, je détaillerai la régulation de la TEM dans la gastrulation de l’oursin, des cellules 
de la crête neurale (CN) de l’embryon de poulet et dans les cellules du cancer du pancréas. 
 La gastrulation permet la formation des trois feuillets embryonnaires (le mésoderme, 
l’ectoderme et l’endoderme) à partir d’un premier feuillet épithélial embryonnaire, 
l’épiblaste. Les cellules de l’épiblaste qui donnent le mésoderme et l’endoderme réalisent une 
TEM, migrent et s’organisent au sein du blastocèle. Au cours de la gastrulation dans l’embryon 
d’oursin, le facteur sécrété wnt8 est nécessaire. Wnt8 est exprimé par les cellules réalisant la 
gastrulation et son inhibition par un morpholino entraine un retard de gastrulation 
(Wikramanayake et al., 2004). De plus au cours de la gastrulation, certaines cellules du pôle 
végétal réalisent une TEM pour donner les primary mesenchyme cells (PMCs). Les PMCs 
migrent ensuite dans le blastocèle et donnent le squelette de la larve. Les facteurs de 
transcription twist (Wu et al., 2008) et snail (Wu and McClay, 2007) sont nécessaires lors de la 
TEM. Des expériences de perte de fonction avec un morpholino pour snail ont montré qu’il 
est responsable de la perte de LvG-cadhérine au niveau des jonctions cellulaires. Pour cela 
snail inhibe l’expression de la cadhérine ou entraine son endocytose de la membrane (Wu and 
McClay, 2007).  
 Les CN sont une population de cellules embryonnaires qui réalisent une TEM pour 
migrer à travers l’embryon et donner de nombreux dérivés (voir partie 3). Les voies de 
signalisation BMP, Wnt et FGF contrôlent le timing de la TEM des CN. BMP et Wnt ont un rôle 
positif à l’inverse de la voie FGF qui bloque la TEM (Burstyn-Cohen et al., 2004; Martínez-
Morales et al., 2011; Sela-Donenfeld and Kalcheim, 1999). Les facteurs de transcription pro-





participent aux changements des jonctions cellulaires, des adhérences à la matrice et à 
l’acquisition des propriétés migratrices lors de la TEM (Cheung et al., 2005; Liu et al., 2017; 
McKeown et al., 2005; Nieto et al., 1994; Rogers et al., 2013; Taneyhill et al., 2007; Théveneau 
et al., 2007). Les mécanismes moléculaires des différentes voies de signalisation et des 
différents facteurs sont détaillés dans la partie 3 de l’introduction.  
 Les cellules cancéreuses réutilisent les mécanismes du développement pour induire 
une TEM et leur permettre de se disséminer dans l’organisme pour former de nouvelles 
tumeurs. Dans le cancer du pancréas, les voies du TGF- et de Wnt participent à l’induction 
de la TEM. Le traitement de lignées cellulaires du cancer du pancréas par le TGF-1 entraine 
une modification de la morphologie des cellules, une perte d’adhérence et un changement 
des filaments intermédiaires. L’expression de la cytokeratine, un filament intermédiaire des 
cellules épithéliales, est diminuée au profit de l’expression de la vimentine, un filament 
intermédiaire retrouvé dans les cellules mésenchymateuses (Ellenrieder et al., 2001). De plus, 
TGF- coopère avec la protéine RAS pour induire l’expression de snail qui réprime l’expression 
d’E-cadhérine (Horiguchi et al., 2009). Egalement, les cellules du cancer pancréatique 
expriment Wnt5a un ligand de la voie des Wnt. Des expériences de surexpression de Wnt5a 
dans des lignées cellulaires de cancer du pancréas ont montré que Wnt5a induit la TEM avec 
une diminution d’E-cadhérine et une augmentation de vimentine (Bo et al., 2013). En plus de 
snail qui est régulé positivement par TGF-, les facteurs twist et zeb1 sont nécessaires à la 
TEM en régulant E-cadhérine et vimentine (Krebs et al., 2017; Zheng et al., 2015). Le facteur 
snail régule aussi positivement l’expression de la MMP14/MT1-MMP entrainant la 
dégradation de la matrice et le départ en migration des cellules cancéreuses pancréatiques 





2. La Métalloprotéinase Matricielle MMP14/MT1-MMP. 
2a. Généralité sur les Métalloprotéinases Matricielles. 
La première activité collagénase a été découverte au moment de la métamorphose du 
têtard dans les années 60 (Brinckerhoff and Matrisian, 2002). Depuis, de nombreuses études 
ont permis de mettre à jour une famille de protéases, la famille des Métalloprotéinases 
Matricielles ou MMP.   
 
Figure 5 : La famille des Métalloprotéinases Matricielles.  
Liste des différentes Métalloprotéinases Matricielles. Pro : Pro-domaine. Modifié de Cathcart et al. 
Genes and Diseases 2015 (Cathcart et al., 2015). 
 
Cette famille est composée de 25 membres séparés en deux groupes, 18 MMPs sécrétées et 
7 MMPs membranaires (figure 5).  Les MMPs membranaires peuvent s’ancrer à la membrane 
via différents mécanismes. En effet, quatre d’entre elles se localisent à la membrane via un 





24/MT5-MMP), une avec un domaine transmembranaire de type II (MMP23) et deux avec une 
ancre Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol ou GPI (MMP17/MT4-MMP et 25/MT6-MMP). La famille 
des MMPs clive de nombreuses molécules de la matrice mais également des protéines non-
matricielles comme des facteurs de croissance, d’adhérence et des chimiokines. Ce large 
éventail de substrats permet au MMP d’être impliquées dans le développement osseux, dans 
des évènements physiologiques avec la cicatrisation et dans des cas pathologiques comme la 
croissance et l’invasion tumorale (Egeblad and Werb, 2002; Kessenbrock et al., 2010; Vu and 
Werb, 2000). 
 
2b. MMP14 : les différents domaines. 
MMP14 est la première MMP membranaire découverte en 1994 (Sato et al., 1994). 
Elle est composée de sept domaines : le pro-domaine, le domaine catalytique, le domaine 
linker 1, le domaine hémopexine, le domaine linker 2, le domaine transmembranaire et le 
domaine cytoplasmique (figure 6). 
 
Figure 6 : Domaines de MMP14 humaine.  
Schéma de la protéine MMP14 humaine avec ces différents domaines, l’activation de MMP14 se fait 
suite au clivage du pro-domaine au niveau de la séquence RRKR. Sig : peptide signal, Pro : pro-domaine, 
Cat ; Domaine catalytique, L1 : linker1, Hpx : domaine hémopexine, L2 ; linker2, TM : domaine 





Le domaine catalytique est responsable de l’activité enzymatique de MMP14. Il 
contient un site de liaison à un ion zinc qui est nécessaire à l’activité catalytique (Sato et al., 
1994). Le pro-domaine inhibe l’activité de MMP14 en se repliant sur le domaine catalytique 
et bloquant l’ion zinc. Il permet également la sécrétion de la protéine à la membrane via un 
peptide signal. Le domaine linker 1 permet de faire le lien entre le domaine catalytique et le 
domaine hémopexine. De plus, il subit des modifications post-traductionnelles, comme l’O-
glycolysation, nécessaires à l’activité de MMP14 (Wu et al., 2004). Le domaine hémopexine 
est lui composé de quatre hélices (I à IV) de 35 à 45 acides aminés qui s’organisent autour d’un 
axe central (Tochowicz et al., 2011). Le domaine hémopexine joue un rôle dans la liaison aux 
substrats et cofacteurs de MMP14 mais également dans son homodimérisation (Itoh et al., 
2001; Tochowicz et al., 2011; Zarrabi et al., 2011). Le domaine linker 2 fait le lien entre le 
domaine hémopexine et le domaine transmembranaire. Il est la cible d’un clivage entrainant 
la formation d’une forme soluble de MMP14 (Toth et al., 2005). Le domaine 
transmembranaire ne fait qu’un seul passage à travers la membrane plasmique, permet la 
localisation membranaire de MMP14 (Sato et al., 1994) et joue un rôle dans 
l’homodimérisation de MMP14 (Itoh et al., 2008; Lehti et al., 2002). Le domaine cytoplasmique 
joue plusieurs rôles cruciaux pour MMP14 en interagissant avec des protéines comme 
p130Cas qui activera la petite GTPase Rac1 (Gonzalo et al., 2010), FIH-1 un inhibiteur du 
facteur de transcription HIF (Sakamoto and Seiki, 2010) ou encore la sous unité µ2 de la 
protéine ap2 nécessaire à l’internalisation de MMP14 (Uekita et al., 2001). Le domaine 
cytoplasmique subit aussi des modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation 







2c. Localisation cellulaire de MMP14.  
MMP14 est retrouvée dans de nombreux compartiments cellulaires. Sa première 
localisation est dans le Golgi et les vésicules d’exocytose lors de son transport à la membrane. 
A la membrane plasmique, MMP14 s’accumule dans différents domaines. Dans les cellules en 
cours de migration, elle est retrouvée au niveau de la membrane en contact avec la matrice. 
Cette localisation est sous le contrôle du domaine cytoplasmique (Lehti et al., 2000). MMP14 
est également retrouvée au niveau des lamellipodes en interagissant avec le récepteur au 
hyalorunan, CD44 (Mori et al., 2002). Cette association est faite de deux façons: 1/ Via un lien 
direct avec CD44 dépendant du domaine hémopexine (Mori et al., 2002). 2/ Les domaines 
cytoplasmiques de MMP14 et CD44 interagissent tous deux avec le complexe ERM 
(ezrin/radixin/moesin) permettant l’association avec l’actine (Terawaki et al., 2015). MMP14 
est aussi retrouvée au niveau de sites d’adhérence et de dégradation de la matrice comme 
par exemple les adhérences focales (Woskowicz et al., 2013), les podosomes (Gawden-Bone 
et al., 2010) et les invadopodes (Nakahara et al., 1997). La localisation de MMP14 au niveau 
des adhérences focales est dépendante d’une séquence de 8 acides animés retrouvée dans le 
domaine catalytique qui se nomme la MT-LOOP (Woskowicz et al., 2013). Le domaine 
cytoplasmique permet la localisation de MMP14 au niveau des invadopodes (Nakahara et al., 
1997). Plus précisément, la séquence LLY du domaine cytoplasmique se lie avec le 
cytosquelette d’actine facilitant la localisation et la concentration de MMP14 au niveau des 
invadopodes (Yu et al., 2012). Lors de la tubulogénèse par des cellules épithéliales Madin-
Darby Canine Kidney (MDCK) cultivées en 3D, MMP14 est retrouvée en apical et en basal 
(Weaver et al., 2014). En effet, MMP14 se localise dans la partie apicale des cellules qui sont 
à l’arrière du tubule. A l’extrémité du tubule, où il y a dégradation de la matrice, MMP14 se 





remodelage de la matrice en la positionnant au bon endroit au bon moment, cet évènement 
est sous le contrôle de HGF et dépend de la MT-LOOP et du domaine hémopexine (Weaver et 
al., 2014). Ce contrôle de l’activité de MMP14 via sa localisation cellulaire est aussi retrouvé 
au niveau des cellules endothéliales. Dans les cellules statiques, MMP14 est localisée au 
niveau des jonctions cellulaires en s’associant avec l’intégrine 1. A l’inverse, quand la 
migration des cellules est induite par une blessure, MMP14 est associée avec l’intégrine V3 
et se retrouve au niveau des contacts cellule-matrice (Gálvez et al., 2002). 
MMP14 peut aussi être localisée dans le cytoplasme, notamment près du centrosome 
où elle dégrade la pericentrine, une protéine le constituant (Golubkov et al., 2006; Remacle et 
al., 2005). De façon plus surprenante, MMP14 a été détectée dans le noyau. Cet import 
nucléaire dépend de son domaine catalytique mais le mécanisme impliqué dans ce transport 
reste inconnu (Shimizu-Hirota et al., 2012). 
 
2d. Régulation de l’activité de MMP14 : un grand nombre de mécanismes.  
2d1. Régulation de l’expression de MMP14. 
Une façon de réguler l’activité d’une enzyme est de contrôler sa concentration dans la 
cellule. Ceci peut se faire via le contrôle de l’expression du gène codant pour l’enzyme. Dans 
le cas de MMP14, son expression est régulée par certains facteurs de transcription notamment 
les facteurs snail1 et snail2. Snail1 entraine son expression dans les cellules du cancer du sein 
(Ota et al., 2009) mais également dans les cellules cancéreuses du pancréas où l’activation de 
snail1 est sous le contrôle du collagène I et de CD44 (Jiang et al., 2014; Shields et al., 2011; 
Shields et al., 2012). Snail2 régule aussi positivement l’expression de MMP14 dans les cellules 





et al., 2014). L’expression de MMP14 est également contrôlée par les facteurs de transcription 
de la famille E26 transformation-specific (Ets). Dans les cellules endothéliales vasculaires 
humaines, HUVEC, au cours de l’angiogenèse, les facteurs Ets, ets-1 et elk3, ont, 
respectivement, un rôle positif et négatif sur l’expression de MMP14. Ets-1 se lie à un des trois 
sites de liaison Ets Binding Sites (EBS) au niveau du promoteur de MMP14 et permet  son 
expression. A l’inverse, Elk3 bloque l’expression de MMP14 en se liant à ets-1, empêchant sa 
fixation au promoteur de MMP14 (Heo and Cho, 2014). Les facteurs de transcription p53 et 
p63 régulent aussi MMP14 et ont des fonctions inverses. Dans les cellules cancéreuses du 
carcinome du sein, p63 se lie au niveau du promoteur et de l’intron1 de MMP14 permettant 
l’augmentation de son expression dans les cellules et la progression tumorale (Lodillinsky et 
al., 2016). P53 quant à lui possède un rôle négatif sur l’expression de MMP14 en se fixant au 
niveau du promoteur de MMP14 et en bloquant la liaison du facteur de transcription sp1 
connu pour réguler positivement l’expression de MMP14 (Cathcart et al., 2016; Haas et al., 
1999; Lohi et al., 2000). P53 est régulé négativement par l’interleukine-6 entrainant sa 
dégradation, permettant à sp1 de se fixer au promoteur de MMP14 et ainsi d’entrainer son 
expression (Cathcart et al., 2016). 
 
2d2. Activation de MMP14. 
Au-delà de la quantité d’enzyme via son expression génique, l’activité peut se réguler 
directement au niveau protéique. MMP14 est acheminée à la membrane sous sa forme active. 
En effet, le pro-domaine est clivé lors du passage dans le Golgi en suivant deux clivages. Un 
premier clivage se fait au niveau de la séquence PGDL dans le pro-domaine soit par MMP14 





est nécessaire à la fonction de MMP14 in vivo (Golubkov et al., 2011) et il sera suivi par le 
second clivage au niveau de la séquence RRKR reconnue par la furin (Imai et al., 1996; Remacle 
et al., 2006; Yana and Weiss, 2000).  
Bien que le pro-domaine ait un rôle d’inhibition de l’activité catalytique de MMP14, il 
joue aussi le rôle de chaperon pour la bonne conformation de MMP14 dans le Golgi. La 
séquence peptidique YGYL contenue dans le pro-domaine a été montrée comme cruciale pour 
cette fonction du pro-domaine (Cao et al., 2000; Pavlaki et al., 2002).  
 
2d3. Homodimérisation de MMP14.  
MMP14 peut former des homodimères via ses domaines hémopexine, 
transmembranaire et cytoplasmique (Itoh et al., 2001; Lehti et al., 2002). Une étude a recréé 
le domaine hémopexine en cristallographie et a mis en évidence que deux domaines 
hémopexines peuvent interagir de deux façons. La première interaction dite symétrique 
implique les boucles II et III des deux domaines hémopexines. La seconde dite asymétrique 
implique les boucles I et II du premier domaine hémopexine et les boucles I, II, III et IV du 
second domaine hémopexine. De plus, ils ont identifié les acides animés responsables des 
interactions entre les différentes boucles et par mutagenèse dirigée, les auteurs ont montré 
que l’organisation symétrique est nécessaire à l’homodimérisation, mais que l’asymétrique 
est un artefact de l’analyse cristallographique (Tochowicz et al., 2011). Une autre étude a 
remplacé une par une les boucles du domaine hémopexine de MMP14 par celle du domaine 
hémopexine de MMP1 qui a peu de similarité avec MMP14 (Zarrabi et al., 2011). Cette étude 
a montré que la boucle IV est nécessaire à l’homodimérisation de MMP14, ce qui est en 





différences s’expliquent par le fait qu’ils aient utilisé des protéines natives, alors que dans 
l’étude de Tochowicz ils ont utilisé des protéines purifiées à partir de bactéries. Des études 
supplémentaires devront être faites pour élucider ce problème.    
L’homodimérisation de MMP14 joue un rôle dans la régulation de l’activité de MMP14. 
MMP14 doit être organisée en homodimère pour permettre la dégradation du collagène I 
(Itoh et al., 2006) ou lors de l’activation de MMP2 (Itoh et al., 2001; Lehti et al., 2002). 
Egalement, l’homodimérisation par le domaine transmembranaire et cytoplasmique entraine 
le clivage du domaine catalytique et donc l’inactivation de MMP14 (Lehti et al., 2002). Une 
forme de 45kDa est générée suite à l’auto-clivage du domaine catalytique au niveau de la 
glycine 285 du domaine Linker1. La présence de la forme de 45Kda est le signe d’une grande 
activité de MMP14 (Hernandez-Barrantes et al., 2000; Lehti et al., 1998; Stanton et al., 1998). 
 
2d4. Clivage de MMP14. 
En plus de la perte de son domaine catalytique, MMP14 peut également être sécrétée. 
Pour cela elle est clivée entre la valine 524 et l’isoleucine 525 du domaine Linker2 (Toth et al., 
2002; Toth et al., 2005). La génération de cette forme sécrétée inhibe l’activité de dégradation 
du collagène par MMP14. Des expériences ont montré que l’utilisation d’une forme soluble, 
sans domaine transmembranaire et cytoplasmique, n’était pas capable de dégrader une 
matrice et de promouvoir l’invasion cellulaire par MMP14 (Hotary et al., 2006; Xiao-Yan et al., 
2008). Par contre cette forme sécrétée peut cliver MMP2 et être liée par TIMP2, un inhibiteur 
sécrété de MMP14 (Toth et al., 2005). Donc la génération d’une forme sécrétée de MMP14 
inhibe son activité de protéolyse de la matrice extracellulaire, mais elle conserve sa capacité 






2d5. Inhibiteurs de MMP14. 
Une famille d’inhibiteurs endogènes sécrétés est connue pour inhiber l’activité des 
MMP, ce sont les tissue inhibitor of metalloproteinases ou TIMP. Ils sont au nombre de 
quatre : TIMP1, TIMP2, TIMP3 et TIMP4. TIMP1 a peu d’effet sur MMP14 (Will et al., 1996). 
TIMP2, 3 et 4 se fixent au niveau du domaine catalytique de MMP14 et inhibent son activité 
protéolytique (Bigg et al., 2001; Hernandez-Barrantes et al., 2001; Will et al., 1996). Il y a 
également des inhibiteurs membranaires comme la protéine RECK (Oh et al., 2001). 
 
2d6. Internalisation, recyclage et transport intracellulaire de MMP14.  
Une autre régulation de l’activité de MMP14 est via le contrôle de sa localisation 
cellulaire. A la membrane, MMP14 a une demi-vie de l’ordre de 30 minutes (Itoh, 2015), elle 
est donc massivement internalisée et renouvelée à la membrane plasmique des cellules 
(figure 7).  
L’internalisation ou endocytose de MMP14 peut se faire via deux voies : la voie 
dépendante de la clathrine et la voie dépendante des caveolines (Jiang et al., 2001; Remacle 
et al., 2003). La queue cytoplasmique de MMP14 est cruciale à l’internalisation de la protéine 
et plus particulièrement la séquence LLY573. En effet, cette séquence sera reconnue par la 
sous unité µ2 de la protéine ap2, un des composants du manteau de clathrine (Jiang et al., 






Figure 7 : Chemins intracellulaires empruntés par  MMP14.  
Schéma représentant les différentes voies d’export, d’internalisation et de recyclage de MMP14. Les 
flèches blanches représentant les voies d’export à la membrane, les flèches orange indiquent les voies 
d’internalisation et de recyclage de MMP14. Adapté de Poincloux, Journal of Cell Science 2009 
(Poincloux et al., 2009).  
 
L’internalisation de MMP14 régule l’activité de MMP14 de plusieurs façons. 
L’internalisation entraine la dégradation de MMP14 au niveau des lysosomes positifs pour 
CD63 (Takino et al., 2003). Elle permet également la dissociation du complexe MMP14-TIMP2 
(Loskutov et al., 2015; McLaughlin et al., 2014), le recyclage à la membrane (Wang et al., 
2004a) ou la relocalisation dans d’autres compartiments cellulaires (Remacle et al., 2005) 
(figure 7). 
Le recyclage de MMP14 se fait via le réseau trans-golgien et est dépendant de sa 
séquence DKV en fin de domaine cytoplasmique (Wang et al., 2004a). Le recyclage, en passant 





complexe MMP14-TIMP2. Par exemple, dans le cancer du sein, le recyclage de MMP14 via les 
endosomes tardifs est sous le contrôle de la protéine Nedd9 (Neural Precursor cell expressed, 
developmentally downregulated 9). Il a été montré que l’absence de Nedd9 entraine une 
inactivation de MMP14 par TIMP2 dans les cellules du cancer du sein (McLaughlin et al., 2014). 
Nedd9 inhibe la protéine Arf6, permettant ainsi le recyclage de MMP14 via les endosomes 
tardifs et le détachement du complexe TIMP2-MMP14, ce qui n’est pas le cas quand le 
recyclage est rapide via les endosomes précoces (Loskutov et al., 2015).  
Le recyclage de MMP14 permet aussi de relocaliser la protéine dans différents 
compartiments de la cellule. Par exemple, suite à son internalisation, MMP14 est localisée au 
niveau du centrosome des cellules et cela via le transport le long des microtubules. MMP14 
doit d’abord être localisée à la membrane plasmique, puis internalisée et transportée au 
niveau du centrosome sans passer par le réseau trans-golgien (Remacle et al., 2005). Suite à 
son internalisation, MMP14 est également recyclée au niveau des structures membranaires 
de dégradation de la matrice comme les podosomes (Gawden-Bone et al., 2010) et les 
invadopodes (Nakahara et al., 1997). La localisation de MMP14 au niveau des podosomes est 
sous le contrôle de trois protéines Rab GTPases : Rab5a, Rab8 et Rab14. Ces protéines au 
nombre de 70 chez les mammifères sont des régulateurs clés de l’endocytose et de l’exocytose 
des vésicules de la cellule. Rab5a joue un rôle dans l’endocytose de MMP14, et Rab14 contrôle 
les processus de recyclage de MMP14 à la membrane cellulaire, et plus précisément au niveau 
des podosomes. Rab8 n’a pas un rôle dans le recyclage de MMP14, mais joue plutôt sur le 
transport de MMP14 à partir de la voie de biosynthèse (Wiesner et al., 2013). Ce rôle de Rab8 
dans le transport de MMP14 via la voie de biosynthèse est aussi observé dans les cellules du 
cancer du sein MDA-MB-231 (Bravo-Cordero et al., 2007). La localisation de MMP14 au niveau 





elle est contrôlée par plusieurs acteurs cellulaires. Par exemple, il a été montré que les 
protéines Ti-VAMP/VAMP7 et LIMK1 jouent un rôle crucial dans le transport de MMP14 au 
niveau des invadopodes dans les cellules MDA-MB-231 (Lagoutte et al., 2016; Steffen et al., 
2008). 
 
2e. Les fonctions de MMP14. 
Une des premières fonctions découverte de MMP14 a été sa capacité à cliver la forme 
inactive de MMP2 permettant ainsi son activation. Il a été pensé que cette fonction était la 
fonction principale de MMP14. Cette idée a été remise en question avec la génération de 
souris KO pour MMP14 qui présentent des phénotypes sévères non retrouvés chez les souris 
KO pour MMP2 (Holmbeck et al., 1999; Itoh et al., 1997; Zhou et al., 2000). Ceci est appuyé 
par le fait que MMP14 peut dégrader plusieurs composants de la matrice comme le collagène 
I, II, III, la fibronectine, la laminine, la vitronectine et l’aggrecan (Fosang et al., 1998; Koshikawa 
et al., 2004; Ohuchi et al., 1997) et également d’autres protéines non matricielles comme 
CD44 (Suenaga et al., 2005), l’intégrine V (Deryugina et al., 2002), eph2A (Sugiyama et al., 
2013), le syndecan-1 (Endo et al., 2003a), SDF1 (McQuibban et al., 2001), la protéase A 
Disintegrin And Metalloproteinase (ADAM) 9 (Chan et al., 2012). De plus, des fonctions 
indépendantes de son activité catalytique ont été découvertes, comme la régulation des 
petites GTPases Rho (Gonzalo et al., 2010; Hoshino et al., 2009) ou du facteur de transcription 
HIF (Sakamoto and Seiki, 2010). 
2e1. Activation de MMP2. 
MMP14 participe à l’activation de proMMP2, mais cela n’est pas uniquement 





Cependant, MMP14 semble être un des principaux activateurs de pro-MMP2 in vivo au vu de 
la diminution de la forme active de MMP2 dans la souris KO pour MMP14 (Zhou et al., 2000). 
MMP14 active pro-MMP2 en formant un complexe protéique comprenant deux protéines  
MMP14, une protéine TIMP2 et une pro-MMP2. TIMP2, via sa partie N-terminale, se fixe au 
niveau du domaine catalytique d’une des deux MMP14 et sa partie C-terminale interagit avec 
la partie C-terminale de pro-MMP2 (Butler et al., 1998; Imai et al., 1996; Strongin et al., 1995). 
La seconde MMP14 libre coupe au niveau du lien asparagine 37-leucine 38 dans le pro-
domaine de MMP2 (Will et al., 1996). Ce premier clivage entraine un second clivage qui enlève 
le pro-domaine  de MMP2 qui devient active (figure 8) (Sato et al., 1996). TIMP2 est le seul 
TIMP capable de participer à l’activation de proMMP2. En effet, même si TIMP4 peut lier 
MMP14 et proMMP2, il n’y a pas formation d’un complexe et activation de pro-MMP2 
(Hernandez-Barrantes et al., 2001).  
Plusieurs domaines de MMP14 sont nécessaires à l’activation de pro-MMP2. Il a été 
montré que la séquence MT-LOOP est requise (English et al., 2001). De plus, l’O-glycolysation 
du domaine linker1 est nécessaire à l’interaction entre MMP14 et TIMP2 pour former le 
complexe MMP14-TIMP2-MMP2 (Wu et al., 2004). Il a aussi été montré que 
l’homodimérisation via le domaine hémopexine était cruciale pour former le complexe 
MMP14-TIMP2-MMP2 nécessaire à l’activation de proMMP2 (Itoh et al., 2001; Lehti et al., 
2002). Cependant, deux études ont remis en question cette hypothèse en montrant que des 
formes de MMP14 sans domaine hémopexine peuvent activer proMMP2 (Remacle et al., 
2005; Wang et al., 2004b). Il a donc été proposé que le domaine transmembranaire soit 
responsable de l’homodimérisation de MMP14 nécessaire à l’activation de pro-MMP2 (Itoh 
et al., 2008). Pourtant il ne faut pas remettre complètement en question le rôle du domaine 





rôle dans la bonne orientation de MMP14 nécessaire à l’activation de proMMP2 (Tochowicz 
et al., 2011).  
 
Figure 8 : Formation du complexe MMP14-TIMP2-proMMP2 lors de l’activation de MMP2.  
Schéma des différentes étapes nécessaires à l’activation de MMP2 par le complexe MMP14-TIMP2. 
Adapté de Itoh Matrix Biology 2015 (Itoh, 2015). 
En plus de sa fonction dans l’activation de MMP2, MMP14 a un rôle direct dans la migration 
cellulaire et l’invasion, dans la croissance cellulaire et dans la transition épithélio-
mésenchymateuse (tableau 1). 
2e2. Migration Cellulaire et Invasion. 
MMP14 participe à la migration cellulaire et à l’invasion dans plusieurs processus 
physiologiques et pathologiques. Elle est retrouvée au cours de la migration des cellules 
immunitaires (Matías-román et al., 2013), des cellules endothéliales (Gálvez et al., 2001) et 
dans l’invasion tumorale (Ueda et al., 2003).  
Une des premières fonctions de MMP14 dans la migration est la dégradation de la lame 
basale. Il a été montré que des lignées cellulaires sur-exprimant MMP14 dégradent des lames 





peuvent migrer dans les tissus environnants (Hotary et al., 2006; Xiao-Yan et al., 2008). 
MMP14 réalise cela via sa capacité à cliver un grand nombre de composants de la matrice 
extracellulaire comme le collagène I, II, III, la fibronectine, la laminine, la vitronectine et 
l’aggrecan (Fosang et al., 1998; Koshikawa et al., 2004; Ohuchi et al., 1997). 
MMP14 dégrade le collagène I de façon dépendante de son homodimérisation via le 
domaine hémopexine (Itoh et al., 2006). Par cette activité de collagènase, MMP14 participe à 
la migration des cellules endothéliales et des cellules cancéreuses dans une matrice 3D de 
collagène I. Les cellules exprimant MMP14 dégradent la matrice 3D de collagène I, créant un 
passage dans lequel elles peuvent migrer (Chun et al., 2004; Hotary et al., 2000; Koike et al., 
2002; Sabeh et al., 2004). MMP14 clive également les laminines et plus particulièrement les 
laminines 5 et 10. Le clivage de laminine 5 peut se faire au niveau de la chaine 2, ce qui induit 
l’augmentation de la migration in vitro des cellules épithéliales cancéreuses (Koshikawa et al., 
2000) ou de la glande mammaire (Gilles et al., 2001). MMP14 clive aussi la laminine 5 au 
niveau de sa chaine 3 et promeut la migration des cellules du cancer de la prostate 
(Udayakumar et al., 2003). De plus, MMP14 clive la chaine 5 de la laminine 10 et entraine 
aussi la migration des cellules du cancer de la prostate (Bair et al., 2005). La fibronectine est 
également un substrat de MMP14 lors de la migration cellulaire. Le clivage de la fibronectine 
entraine une réduction des adhérences focales à la matrice et stimule la migration cellulaire 
(Takino et al., 2006). De plus par ce clivage, MMP14 bloque l’assemblage de la fibronectine. 
Cela a pour conséquence d’augmenter la migration cellulaire en créant un espace dans lequel 






En plus de participer à la migration en clivant la matrice extracellulaire, MMP14 
dégrade des protéines membranaires impliquées dans les adhésions à la matrice. L’une d’elles 
est CD44. Comme indiqué précédemment MMP14 interagit avec CD44 de façon directe avec 
son domaine hémopexine (Mori et al., 2002; Suenaga et al., 2005) ou indirectement avec le 
complexe ERM (Terawaki et al., 2015). Cette interaction permet à MMP14 de dégrader CD44 
(Suenaga et al., 2005). Le clivage de CD44 par MMP14 promeut la migration cellulaire dans les 
cellules cancéreuses et dans les thymocytes humains (Kajita et al., 2001; Vivinus-Nebot et al., 
2004). Bien que le clivage entraine une augmentation de la migration dans ces modèles 
cellulaires, le mécanisme qui l’induit ne semble pas être le même. En effet, dans les 
thymocytes, le fragment clivé par MMP14 a un rôle biologique et entraine l’augmentation de 
la migration (Vivinus-Nebot et al., 2004), ce qui n’est pas retrouvé dans les cellules 
cancéreuses (Kajita et al., 2001). Dans les cellules cancéreuses, le clivage de CD44 par MMP14 
a comme action de diminuer l’adhérence au substrat, de permettre ainsi le détachement 
nécessaire à la rétraction de l’arrière de la cellule lors de la migration (Marrero-Diaz et al., 
2009). Egalement, MMP14 augmente la migration cellulaire en dégradant le syndecan-1 via 
une interaction directe avec son domaine hémopexine (Endo et al., 2003a). De plus, MMP14 
active l’intégrine V dans les cellules cancéreuses, augmentant la phosphorylation de la kinase 
FAK entrainant une meilleure migration des cellules sur la vitronectine (Deryugina et al., 2002; 
Ratnikov et al., 2002).  
MMP14 peut aussi contrôler la migration cellulaire de façon indépendante de son 
activité catalytique. Via son domaine hémopexine et une partie de son domaine catalytique, 
MMP14 augmente la capacité à migrer in vitro de lignées cellulaires sur de la fibronectine. Des 
expériences de co-expression de MMP14 avec un dominant négatif de Rac1 ont montré une 





augmentation de l’activation de Rac1. Ces résultats suggèrent que MMP14 active Rac1 pour 
induire la migration des cellules. Par contre le mécanisme d’activation de Rac1 par MMP14 
n’est pas connu. Les auteurs de l’étude ont proposé que l’activation de Rac1 passe par 
l’interaction de MMP14 avec des cofacteurs comme CD44 ou l’intégrine V (Cao et al., 2004).  
Les domaines transmembranaire et cytoplasmique participent aussi à la fonction de 
MMP14 dans la migration cellulaire. Il a été montré dans les cellules de la glande mammaire  
que les domaines transmembranaire et cytoplasmique interagissent avec l’intégrine 1 pour 
induire l’activation de la voie MAPK, et entrainent la migration des cellules dans une matrice 
de collagène in vitro (Mori et al., 2013). Cette étude est remise en question par le fait que 
MMP14 n’aurait pas de fonction dans la migration des cellules de la glande mammaire au 
cours de son développement in vivo. MMP14 serait plutôt impliquée dans le développement  
des cellules du tissu adipeux blanc entourant la glande mammaire (Feinberg et al., 2016).  
La queue cytoplasmique a été montrée comme indispensable à la migration des 
macrophages (Sakamoto and Seiki, 2009). Le domaine cytoplasmique participe à l’activation 
de plusieurs protéines impliquées dans la migration cellulaire. Dans les cellules de 
fibrosarcome humain HT1080 et de mélanome humain A375, le domaine cytoplasmique de 
MMP14 recrute la protéine p27F-Rho. Cette protéine est un inhibiteur de p27Kip1, une 
protéine qui inhibe les petites GTPases RhoA et Rac1. En recrutant p27F-Rho MMP14 entraine 
la levée d’inhibition de p27Kip1 sur RhoA et ainsi favorise la migration cellulaire. Par contre, il 
n’a pas été montré d’interaction directe entre le domaine cytoplasmique de MMP14 et p27F-
Rho (Hoshino et al., 2009), l’intermédiaire reste donc à identifier. Le domaine cytoplasmique 





est phosphorylée, ce qui entraine le recrutement de la protéine p130cas au niveau de MMP14. 
Ensuite, p130cas entraine l’activation de la protéine Rac1 (Gonzalo et al., 2010). 
De plus, MMP14 via son domaine cytoplasmique contrôle indirectement la migration 
des macrophages en régulant l’activation de facteur de transcription. In vitro, MMP14 régule 
l’activation du facteur de transcription HIF. Pour cela, MMP14 dans l’appareil de Golgi lie la 
protéine Fih-1, un inhibiteur du facteur de transcription HIF. Au niveau de MMP14, Fih-1 est 
inhibée par la protéine Mint3 associée à la furin (Sakamoto and Seiki, 2010). Ce rôle dans le 
contrôle de HIF a été observé in vivo au cours de l’hématopoïèse où MMP14 régule HIF dans 
les cellules stromales de la niche hématopoïétique (Nishida et al., 2012). Enfin, de façon plus 
surprenante MMP14 peut contrôler l’expression de gènes. Dans les macrophages, l’absence 
de MMP14 entraine une augmentation de l’expression génique de facteurs pro-
inflammatoires. Des expériences de sauvetage ont montré que l’activité catalytique et les 
domaines transmembranaire et cytoplasmique ne sont pas requis dans le contrôle de ces 
gènes. Par contre, il faut une relocalisation de MMP14 dans le noyau qui se lie au niveau du 
promoteur de la Pi3K entraine son expression et la réduction des gènes pro-inflammatoires 
(Shimizu-Hirota et al., 2012).  
2e3. Croissance cellulaire.  
Les souris KO pour MMP14 présentent du nanisme et une diminution de leur poids par 
rapport aux souris sauvages, ce qui avait poussé les auteurs de ces études à proposer que 
MMP14 participe à la croissance cellulaire (Holmbeck et al., 1999; Zhou et al., 2000). 
MMP14 participe à la croissance cellulaire en dégradant la matrice extracellulaire, qui 
a un effet négatif sur la croissance en bloquant la prolifération ou en activant l’apoptose des 





de collagène I, diminuant l’adhérence des cellules au substrat leur permettant de proliférer 
(Hotary et al., 2003). MMP14 induit également une diminution de l’apoptose via la 
dégradation  du collagène (Albrechtsen et al., 2013). Enfin, MMP14 contrôle la croissance 
cellulaire en dégradant la fibronectine. Suite au clivage de la fibronectine les cellules activent 
la voie ERK via les protéines src et paxilline en aval de l’intégrine 1 (Takino et al., 2013).  
 
MMP14 participe aussi à la croissance cellulaire en régulant des voies de signalisation 
comme la voie Notch ou la voie du facteur de croissance heparin-binding EGF. Dans les cellules 
du cancer pulmonaire « non à petites cellules », MMP14 active HB-EGF en permettant son 
relargage de la matrice qui peut alors activer la voie EGFR et induire la croissance tumorale 
(Stawowczyk et al., 2017). Dans le cas du mélanome, MMP14 active Notch1 via son activité 
protéase ce qui entraine la prolifération des cellules (Ma et al., 2014). Dans des conditions 
physiologiques, MMP14 va permettre l’activation de la voie de signalisation FGF lors du 
développement du crâne. Pour cela MMP14 protège le récepteur 2 au FGF (FGFR2) en coupant 
ADAM9 ce qui l’inactive et l’empêche de dégrader le FGFR2 (Chan et al., 2012).  MMP14 régule 
aussi la prolifération et l’apoptose via son association avec l’inhibiteur TIMP2. La liaison de 
TIMP2 au domaine hémopexine active la voie MAPK et la voie AKT entrainant ainsi la 
prolifération cellulaire et protégeant les cellules de l’apoptose (D’Alessio et al., 2008; Valacca 






Tableau 1 : Fonctions de MMP14 dans les évènements de migration cellulaire, de croissance cellulaire et dans la transition épithélio-mésenchymateuse.  
Tableau indiquant si les fonctions sont dépendantes ou non de l’activité catalytique, les domaines requis pour la fonction et la localisation cellulaire de 






2e4. Transition Epithélio-mésenchymateuse. 
Des études majoritairement faites dans des cas pathologiques et dans des modèles in 
vitro 2D et 3D suggèrent une implication de MMP14 dans la transition éptihélio-
mésenchymateuse. Par exemple, au cours de la fibrose pulmonaire, MMP14 est induite par la 
protéine NogoB et son induction permet d’activer TGF qui induit la TEM des cellules (Xiong 
et al., 2017). MMP14 est également impliquée dans la TEM de plusieurs lignées de cellules 
cancéreuses (Cao et al., 2008; Li et al., 2015; Pang et al., 2016; Yan et al., 2015; Yang et al., 
2013). Par exemple, dans les cellules du carcinome squameux de l’œsophage, en culture 2D, 
la surexpression de MMP14 entraine un changement de morphologie des cellules qui perdent 
leurs caractéristiques épithéliales pour adopter un phénotype plus mésenchymateux. Pour 
confirmer ce changement peu marqué, les auteurs ont regardé s’il y a une perte d’E-cadhérine 
et une augmentation de N-cadhérine et de vimentine par Western Blot. Avec la surexpression 
de MMP14 ils ont observé une diminution d’E-cadhérine et une augmentation de N-cadhérine 
et de vimentine. Cependant, les auteurs n’ont pas expliqué comment MMP14 peut contrôler 
la TEM dans ces cellules. Ils n’ont pas cherché si MMP14 agissait directement sur la régulation 
de ces protéines ou si son action était indirecte en passant par le clivage d’un autre facteur. 
Egalement ils n’ont pas recherché quels domaines de MMP14 étaient nécessaires à son rôle 
dans la TEM (Pang et al., 2016). Dans d’autres études, il a aussi été montré que MMP14 
entraine une perte d’E-cadhérine au niveau de l’ARN messager et de la protéine, avec en plus 
un effet sur l’expression de Twist et ZEB1/2 (Li et al., 2015; Yan et al., 2015; Yang et al., 2013). 
Ces études n’ont pas montré si le rôle de MMP14 passait par une activité catalytique ou non 
catalytique, si MMP14 clivait directement l’E-cadhérine ou comment MMP14 contrôle 
l’expression de Twist et ZEB1/2. Enfin, une autre étude s’est intéressée au rôle de MMP14 





conditions physiologiques. Cette étude a montré que MMP14 est responsable du clivage de 
l’E-cadhérine ce qui entraine une perte des jonctions cellulaires. De plus, MMP14 contrôle 
l’expression de Wnt-5a qui induit la TEM des cellules. Par des expériences de surexpression 
de différentes formes, les auteurs ont montré que la fonction de MMP14 est dépendante de 
son activité catalytique et de son domaine hémopexine. Donc, dans les cellules du cancer de 
la prostate, MMP14 via ses activités catalytique et non catalytique contrôle l’adhérence des 
cellules et l’expression de facteurs pro-TEM (Cao et al., 2008). 
MMP14 participe à de nombreux processus physiologiques et pathologiques via des 
fonctions catalytiques ou non-catalytiques. La majorité des études a été réalisée dans des 
conditions in vitro et ex vivog, et a permis de mettre à jour de nombreuses fonctions de 
MMP14. Cependant, nous ne savons pas si toutes ces fonctions sont retrouvées in vivo. Plus 
particulièrement au cours de la transition épithélio-mésenchymateuse où les études dans des 
conditions in vivo restent rares. Afin d’étudier le rôle de MMP14 dans la TEM et la migration 






3. Les crêtes neurales de l’embryon de poulet  
3a. Les crêtes neurales : une population embryonnaire à l’interface entre les trois 
feuillets embryonnaires.  
La CN est une population de cellules embryonnaires mise en place au cours de la 
gastrulation, à la frontière entre la plaque neurale et l’ectoderme non-neural (Stuhlmiller and 
Garcia-Castro, 2012a). Suite à la neurulation et au soulèvement de la plaque neurale pour 
donner le tube neural, les CN se retrouvent dans la partie dorsale du tube neural. Elles 
réalisent alors une TEM pour sortir du tube neural (Theveneau and Mayor, 2012). C’est l’étape 
de délamination. Ensuite, elles parcourent de grandes distances à travers l’embryon et 
colonisent de nombreux territoires (voir partie 3d3). Suite à leur migration, les CN donnent 
une multitude de dérivés cellulaires, notamment la majeure partie du système nerveux 
périphérique, les cellules pigmentaires et de nombreuses structures cranio-faciales (figure 9) 
(Dupin et al., 2006; Le Douarin and Dupin, 2012). 
Les CN sont réparties en quatre populations le long de l’axe antéro-postérieur : les 
céphaliques, les cardiaques, les entériques et les troncales (figure 9). Les céphaliques 
émergent du diencéphale à la région du tube neural située en face du somite numéro quatre 
et participent aux structures au niveau de la tête et du cou. Elles donnent les os et les cartilages 
de la face, les cellules gliales et la majeure partie des neurones du système nerveux 
périphérique crânien. Elles donnent également des structures au niveau de l’oreille externe 
(cartilage du conduit auditif et du pavillon de l’oreille), moyenne (trois osselets) et interne (des 
cellules gliales du nerf cochléo-vestibulaire, des mélanocytes et des cellules de la capsule 
otique), des structures au niveau de l’œil (cornée, iris, corps ciliaire, muscle et vaisseau 





(figure 9) (Creuzet et al., 2005; Dupin et al., 2006; Jasrapuria-Agrawal and Lwigale, 2014; Le 
Douarin and Dupin, 2012; Sandell, 2014).  
 
Figure 9 : Résumé des différentes populations de CN et de leurs dérivés cellulaires.  
Modifié de Gouignard et al. Genesis 2018 (Gouignard et al., 2018) 
 
Les CN cardiaques sont produites à partir du rhombomère cinq et jusqu’au somite 
numéro quatre. Elles migrent au niveau du cœur où elles participent à la septation des artères 
cardiaques. Les CN entériques délaminent du rhombomère cinq au somite numéro sept et à 
partir de la partie sacrale (la plus caudale) de l’embryon. Elles forment le système nerveux 
périphérique du tube digestif. Enfin, les CN troncales partent en migration du somite cinq 
jusqu’à la partie la plus caudale de l’embryon. Elles donnent les cellules gliales et les neurones 
du système nerveux périphérique comme les ganglions sympathiques et cœliaques et les 





endocrine en donnant des cellules de la glande surrénale. Enfin, elles donnent les cellules 
pigmentaires et des adipocytes (figure 9) (Dupin et al., 2006; Le Douarin and Dupin, 2012). 
 
3b. Induction et maintien des crêtes neurales. 
L’induction du territoire des CN se fait à la frontière entre la plaque neurale et 
l’ectoderme non-neural. L’interaction de ces deux tissus permet la mise en place du territoire 
des CN (Dickinson et al., 1995; Liem et al., 1995; Selleck and Bronner-Fraser, 1995). Les voies 
de signalisation FGF, Wnt, BMP et Notch contrôlent l’induction des CN (figure 10) (Endo et al., 
2002; Endo et al., 2003b; Garcia-Castro et al., 2002; Liem et al., 1995; Stuhlmiller and Garcia-
Castro, 2012b; Taneyhill and Bronner-Fraser, 2005). L’induction des CN se fait en deux étapes. 
Une première étape qui nécessite une activation de la voie Wnt et une répression de la voie 
BMP au cours de la gastrulation. La seconde étape se passe lors de la neurulation, les deux 
voies Wnt et BMP permettent le maintien de l’identité CN (figure 10) (Patthey et al., 2009). 
Au moment de la gastrulation, la voie FGF est activée au niveau des ébauches des frontières 
de la plaque neurale qui donneront les CN. Cette activité de FGF entraine l’inhibition de BMP 
nécessaire à l’induction des CN (Stuhlmiller and Garcia-Castro, 2012b). Au cours de la 
neurulation, Wnt6 est exprimé au niveau de l’ectoderme non-neural. Une greffe de cellules, 
exprimant un dominant négatif de Wnt au niveau de la plaque neurale lors de la neurulation, 
entraine la perte de l’expression de snail2, un marqueur des CN (Nieto et al., 1994). La voie 
Wnt est donc nécessaire au maintien des CN (Garcia-Castro et al., 2002). BMP4 et BMP7 sont 
exprimés au niveau de l’ectoderme non-neural et BMP4 est exprimé au niveau du domaine 
des CN (Liem et al., 1995). BMP4 et BMP7 permettent de maintenir le territoire des CN en 





1995). L’action de BMP4 et BMP7 est retreinte au niveau des territoires des CN par la voie 
Notch. Les protéines Notch1 et Deltex sont exprimées dans l’ectoderme non-neural et dans la 
plaque neurale (Endo et al., 2003b). La protéine Delta1 est restreinte à l’ectoderme non-neural 
(Endo et al., 2002). La voie Notch via Deltex a un rôle positif en régulant positivement 
l’expression de BMP4 dans l’ectoderme qui permet l’expression de snail2 dans le domaine des 
CN (Endo et al., 2002; Endo et al., 2003b). Par contre dans l’ectoderme non neural, la voie 
Notch bloque l’expression de snail2 et restreint donc la taille du domaine des CN (Endo et al., 
2002). A la fin de la neurulation, les CN sont complètement induites, elles se retrouvent dans 
la partie dorsale du tube neural, où elles réalisent l’étape suivante de leur développement qui 
est la TEM. 
 
Figure 10 : Induction et Maintien des crêtes neurales. 
 A. Schéma simplifié représentant les différentes voies de signalisation impliquées dans l’induction des 
crêtes neurales lors de la gastrulation. B. Schéma représentant les différentes voies de signalisation 
impliquées dans le maintien des crêtes neurales lors de la neurulation. Les flèches vertes et rouges 





3c. La transition épithélio-mésenchymateuse des crêtes neurales. 
La délamination des CN commence au niveau du mésencéphale et se propage 
antérieurement et postérieurement au cours du temps. Les transitions épithélio-
mésenchymateuses des CN céphaliques et des CN troncales se déroulent de façon différente. 
La transition épithélio-mésenchymateuse des CN céphaliques est massive et se réalise dans 
une fenêtre de temps assez courte, environ 3 à 5 heures à un niveau donné sur l’axe antéro-
postérieur, soit 9 à 12 heures pour toute la région céphalique, du diencéphale jusqu’au somite 
4. Les cellules réalisent la TEM au moment de la fermeture du tube neural. Lors de la fusion 
des bourrelets neuraux, une masse de cellules de CN se retrouve accumulée entre l’ectoderme 
non-neural et le toit du tube neural en cours de fusion. A l’inverse, les cellules troncales 
délaminent quand le tube neural a fini de se former et sortent les unes après les autres, à la 
chaîne. La TEM des CN troncales est donc plus étalée dans le temps. Les CN sortent du tube 
neural sur 48 heures au niveau de chaque somite (Theveneau and Mayor, 2012).  
Les mécanismes de la TEM dans les régions céphaliques et troncales présentent de 
nombreuses similitudes mais plusieurs facteurs sont spécifiques de chacune. Dès lors, pour 
une compréhension plus simple, nous avons décidé de présenter les TEM céphaliques et 
troncales séparément.  
 
3c1. Les crêtes neurales céphaliques.  
Les voies BMP et Wnt participent au maintien de l’identité des CN céphaliques, mais 
leur rôle dans le contrôle de la TEM des crêtes neurales céphaliques et l’expression des 
facteurs de transcription de la TEM ne sont pas encore bien connus. Wnt1 régule l’expression 





de FoxD3 (Simões-Costa et al., 2015). FoxD3 participe ensuite à la TEM des CN en agissant sur 
les jonctions cellulaires (Fairchild and Gammill, 2013). FoxD3 est aussi régulé par L-Sox5 et ets-
1 (Perez-Alcala et al., 2004; Simões-Costa et al., 2012). La protéine L-Sox5 a un rôle positif sur 
la TEM en régulant l’expression de snail2 et RhoB  (figure 11) (Perez-Alcala et al., 2004).  
  
Figure 11 : Cascade des facteurs régulant la transition épithélio-mésenchymateuse des crêtes 
neurales céphaliques.  
Ce réseau est basé sur des expériences de perte et de gain de fonction réalisées dans des embryons 
de poulet. Il inclut des informations basées sur ce qui est connu dans les crêtes neurales troncales. Les 
flèches vertes et rouges indiquent les effets positifs et négatifs, respectivement. Modifié de Gouignard 
et al. Genesis 2018 (Gouignard et al., 2018). 
 
Le facteur p53 est exprimé par les CN céphaliques. Au moment de la TEM, la diminution 
de p53 permet l’expression des facteurs pro-TEM ets-1 et snail2 (Rinon et al., 2011). Ets-1 est 
exprimé par les CN au moment de la TEM et confère aux CN céphaliques leur caractéristique 
de TEM massive (Théveneau et al., 2007). Snail2 est exprimé lors de la TEM et de la migration 





(Taneyhill et al., 2007). La surexpression d’ets-1 ou de snail2 dans la partie ventro-médian du 
tube neural seul ne conduit pas à une TEM complète. Par contre la combinaison des deux 
entraine la délamination et le départ en migration des cellules. Donc ets-1 et snail2 agissent 
en coopération lors de la TEM (Théveneau et al., 2007) (figure 11). 
Enfin, l’hypoxie des tissus de la tête au cours du développement joue un rôle crucial 
dans la TEM des CN. Au cours des premiers jours de développement, l’embryon est en hypoxie 
avec peu d’oxygène qui peut passer la coquille et un système vasculaire inexistant. Au cours 
du développement, le cœur se met en place, commence à battre et un système vasculaire se 
développe avec la membrane chorio-allantoïde qui permet les échanges gazeux avec 
l’extérieur de la coquille. Ainsi les cellules de l’embryon rentrent dans un état de normoxie. 
Avant cela, l’état d’hypoxie entraine l’expression du facteur de transcription Hif1 nécessaire 
à la TEM. Hif1 contrôle l’expression de snail2, sox9, sox10 et de CXCR4, le récepteur à SDF1, 
une chimiokine impliquée dans la migration des CN (figure 11) (Scully 2016). Au moment où 
les CN sont en contact avec l’oxygène, il a une diminution de HiF1 et donc de ses cibles en 
aval, ce qui entraine la diminution de la TEM. A l’inverse, maintenir l’activation de la voie Hif1a 
avec des drogues amène à une production plus longue de CN. Ces résultats montrent que la 
fenêtre temporelle de la TEM des CN céphaliques est contrôlée par l’apport en oxygène au 
moment de la mise en place du système vasculaire (Scully et al., 2016). 
Au cours de leur TEM, les CN céphaliques réorganisent leurs adhérences cellule-cellule 
(figure 12). Pour cela les CN réalisent un switch dans l’expression de leurs cadhérines. Au 
début, les CN céphaliques expriment l’E-cadhérine qui est ensuite remplacée par la N-
cadhérine (Rogers et al., 2013). L’E-cadhérine n’est pas complètement perdue, juste diminuée. 





2017; Lee et al., 2013). La TEM des CN céphaliques se déroule en deux étapes. Une première 
étape où les CN se détachent du tube neural en conservant l’expression d’E-cadhérine. Puis, 
une deuxième étape où elles répriment l’expression d’E-cadhérine et commencent à exprimer 
la N-cadhérine pour se détacher les unes des autres et commencer à migrer. Ces événements 
sont sous le contrôle du facteur de transcription Sip-1 (ou ZEB2) qui réprime l’expression d’E-
cadhérine et augmente celle de N-cadhérine (Rogers et al., 2013). Les CN avant la TEM 
expriment la cadhérine-6B. La cadhérine-6B a peu d’affinité avec la N-cadhérine qui est 
trouvée dans le reste du tube neural. Il a donc été proposé que cadhérine-6B permet de 
séparer la population de CN du reste du tube neural (Dady and Duband, 2017; Nakagawa and 
Takeichi, 1995; Nakagawa and Takeichi, 1998). Pourtant, pour que la TEM se fasse 
correctement, la cadhérine-6B doit être perdue (Coles et al., 2007). La régulation de 
cadhérine-6B se fait à deux niveaux : au niveau transcriptionnel et au niveau post-
traductionnel (figure 11). Le facteur snail2 se lie au niveau du promoteur de cadhérine-6B et 
réprime son expression via un complexe avec la protéine à doigt de zinc plant homeodomain 12 
(PHD12), et permet la déacétylation du promoteur (Strobl-Mazzulla and Bronner, 2012; 
Taneyhill et al., 2007). Le facteur ets-1 participe aussi à la régulation négative de la cadhérine-
6B (Théveneau et al., 2007). Par ailleurs, cadhérine-6B est dégradée à la surface membranaire 
par les protéases ADAM 10 et 19 (Schiffmacher et al., 2014). Ce clivage produit un fragment 
contenant les portions transmembranaire et cytoplasmique appelé CTF1 (cytoplasmic 
fragment 1). Ensuite, ce fragment est de nouveau clivé par la -secrétase ce qui génère un 
fragment cytosolique soluble, CTF2. Celui-ci se fixe à la -caténine. Le complexe CTF2 et -
caténine est alors transporté dans le noyau où il régule l’expression de -caténine, cycline D1 
et snail2 (figure 11) (Schiffmacher et al., 2016). Enfin, le facteur FoxD3 régule négativement la 





18 lie la cadhérine-6B entrainant son maintien au niveau des jonctions cellulaires et bloque 
alors la TEM des CN (Fairchild and Gammill, 2013). A la fin de la TEM, la cadhérine-6B a 
complètement disparu des CN, elle est remplacée par la cadhérine-7 qui sera un marqueur 
des CN en migration (Nakagawa and Takeichi, 1995).  
 
Figure 12 : Dynamique des cadhérines lors de la transition épithélio-mésenchymateuse des crêtes 
neurales céphaliques.  
Schéma représentant la dynamique d’expression des cadhérines au cours du développement des 
crêtes neurales céphaliques. Adapté de Gouignard et al. Genesis 2018 (Gouignard et al., 2018). 
 
En plus de diminuer les jonctions adhérentes, les CN céphaliques perdent leurs 
jonctions serrées au cours de la TEM. Pour cela, la claudine-1 doit être régulée négativement. 
La perte de claudine-1 entraine le départ précoce des CN et à l’inverse un maintien de 
claudine-1 entraine une accumulation des CN dans le tube neural dorsal (Fishwick et al., 2012). 
La protéine des jonctions serrées cingulin est aussi exprimée lors de la TEM des CN. 
L’utilisation d’un morpholino diminuant cingulin entraine une augmentation du nombre de 
CN en migration. Cette augmentation n’est pas la conséquence d’une modification de la 
prolifération, de l’apoptose et du nombre de CN avant migration. Par contre l’absence de 





surexpression de cingulin dans le tube neural induit une délamination ectopique des cellules 
avec une perte de lame basale. La cingulin participe au contrôle de la lame basale et doit donc 
être finement contrôlée pour empêcher une TEM prématurée des CN (Wu et al., 2011). 
 
3c2. Les crêtes neurales troncales.  
La TEM dans les CN troncales est beaucoup plus étalée dans le temps, comparé à celle 
des CN céphaliques. Les cellules quittent le tube neural les unes après les autres. La dynamique 
de la TEM a été observée par time-lapse en microscopie confocale (Ahlstrom and Erickson, 
2009). La grande majorité des cellules suivent une séquence précise d’évènements cellulaires. 
La séquence classique est la suivante : 1/ Les CN diminuent leurs adhérences cellule-cellule, 
2/ elles perdent leur polarité apico-basale, 3/ elles rétractent leur queue apicale et 
positionnent leur noyau dans la partie basale de l’épithélium, 4/ elles projettent des 
protrusions cellulaires dans la matrice, 5/ elles sortent leur corps cellulaire du tube neural et 
migrent. Mais dans certains cas, les CN ne suivent pas cette séquence. Par exemple, certaines 
CN rétractent leur queue apicale et sortent du tube neural avant d’avoir diminuées leurs 
jonctions cellulaires ce qui a pour conséquence de casser la cellule et de laisser un morceau 
apical dans le tube neural. Comme dans le reste du neuroépithélium, le noyau des CN en 
mitose se place dans la partie apicale des cellules. Dans certains cas cependant, la mitose se 
fait dans la partie basale de l’épithélium, les deux cellules filles deviennent des CN et sortent 
du tube neural (Ahlstrom and Erickson, 2009).  
La TEM des CN troncales est régulée par l’expression de plusieurs facteurs sécrétés en 
lien avec le développement du mésoderme somitique adjacent. Les CN au niveau du 





des premiers somites (Sela-Donenfeld and Kalcheim, 1999). La partie dorsale du tube neural 
en face du mésoderme présomitique exprime noggin, un inhibiteur de BMP4 lui-même 
exprimé par la partie dorsale du tube neural, et ayant un effet positif sur la TEM des CN (Sela-
Donenfeld and Kalcheim, 1999). L’expression de noggin diminue au niveau des premiers 
somites permettant à BMP4 d’entrainer l’expression de Wnt1 et la TEM des CN troncales 
(Burstyn-Cohen et al., 2004). L’expression de noggin est maintenue par FGF exprimé par le 
mésoderme présomitique. De plus, FGF inhibe l’expression de Wnt1 dans les CN. La 
diminution de FGF lors du passage du mésoderme présomitique au somite épithélial contribue 
à la perte de noggin et à l’expression de Wnt1 entrainant la délamination des CN. 
L’acide rétinoïque, exprimé par les somites différenciés, a un rôle positif sur 
l’expression de Wnt1 mais n’a pas d’effet sur l’expression de noggin. L’acide rétinoïque a donc 
un effet positif sur l’expression de Wnt1 nécessaire à la délamination des CN (Martínez-
Morales et al., 2011). Des greffes de somites au niveau du mésoderme présomitique 
entrainent une diminution de noggin et suggèrent que les somites expriment un facteur qui 
entraine la perte de noggin dans les CN (Sela-Donenfeld and Kalcheim, 2000). Les CN 
expriment la protéine crossveinless2 (cv2) qui potentialise l’effet de BMP4 et a donc un effet 
antagoniste à noggin (Coles et al., 2004). De façon surprenante, bien que Wnt1 ait un rôle 
crucial dans la TEM, il faut une inhibition transitoire de Wnt1 par les protéines Dact1/2 
(Dishevelled antagonist of -caténine 1 et 2) pour induire une TEM correcte des CN troncales 
(Rabadán et al., 2016)(figure 13).  
Plusieurs facteurs de transcription sont exprimés au cours de la TEM des CN troncales 
comme sox9, FoxD3, snail2, c-Myb (figure 13) (Cheung and Briscoe, 2003; Karafiat et al., 2005; 





l’expression de certains d’entre eux comme FoxD3 (Kos et al., 2001) et expriment de nouveaux 
facteurs comme sox8 et sox10 (McKeown et al., 2005).  
 
Figure 13 : Cascade des facteurs régulant la transition épithélio-mésenchymateuse des crêtes 
neurales troncales.  
Ce réseau est basé sur des expériences de perte et de gain de fonction réalisées dans des embryons 
de poulet. Les flèches vertes et rouges indiquent les effets positifs et négatifs, respectivement. 
Modifié de Gouignard et al. Genesis 2018 (Gouignard et al., 2018). 
 
Ces différents facteurs de transcription sont régulés par plusieurs voies de signalisation 
lors de la TEM des CN troncales (figure 13). Le FGF, par l’activation de la voie des MAPK dans 
les CN, entraine une répression de l’expression de snail2 (Martínez-Morales et al., 2011). A 
l’inverse, les voies de signalisation BMP4 et Wnt1 entrainent l’expression de c-myb (Karafiat 
et al., 2005) et de snail2 (Liu and Jessell, 1998; Rabadán et al., 2016). Egalement, BMP et Wnt1 
entrainent la phosphorylation et la SUMOlysation de sox9 et lui permettent d’agir en commun 
avec snail2 pour induire la TEM (Liu et al., 2013). Des expériences de perte de fonction avec 
un morpholino ont montré que sox9 est requis pour la TEM des CN troncales (Liu et al., 2013). 
Par contre, il n’est pas suffisant pour induire la TEM.  L’expression seule de sox9 dans la partie 





sox10 et HNK1 mais n’induit pas de TEM des cellules (Cheung and Briscoe, 2003; Cheung et 
al., 2005). De même, l’expression de snail2 seul dans la partie ventrale du tube neural n’affecte 
pas les cellules du tube neural (Cheung et al., 2005; Dottori et al., 2001; Théveneau et al., 
2007). Les facteurs sox9 et snail2 doivent être exprimés ensemble pour induire une TEM 
ectopique et cela confirme leur nécessité d’agir en coopération (Cheung et al., 2005). 
L’utilisation d’un morpholino contre FoxD3 n’entraine pas de défaut de sortie des CN, ce qui 
laisse penser que FoxD3 n’est pas requis pour la TEM des CN troncales (Kos et al., 2001). De 
plus, il n’est pas clair si FoxD3 est suffisant pour induire la TEM. Plusieurs équipes ont réalisé 
des expériences de surexpression de FoxD3 dans la partie ventro-médiane du tube neural et 
ont obtenu des résultats différents. La surexpression de FoxD3 dans l’étude de Kos et al (Kos 
et al., 2001) a entrainé une expression ectopique de HNK1, un marqueur des CN en migration, 
mais aucune délamination. A l’inverse, Dottori et al ont observé une délamination des cellules 
du neuroéptihélium avec une expression de HNK1 et de cadhérine-7, une cadhérine retrouvée 
dans la CN en migration, quand ils ont surexprimé FoxD3 (Dottori et al., 2001). Enfin dans 
l’étude de Cheung et al, les auteurs ont retrouvé l’expression d’ectopique de HNK1 suite à la 
surexpression de FoxD3, mais également, ils ont observé une régulation positive de 
l’expression de sox10 et un effet sur les jonctions cellulaires avec la N-cadhérine et les 
adhérences à la matrice avec l’intégrine 1 et la laminine. Cependant dans cette étude, FoxD3 
seul n’est pas suffisant pour induire la délamination des cellules du neuroépothélium et doit 
être co-exprimé avec sox9 et snail2 pour induire une TEM ectopique (Cheung et al., 2005). Les 
différences de résultats entre ces différentes études peuvent s’expliquer par l’utilisation de 
différents vecteurs d’expression avec des efficacités d’expression différentes et l’injection de 
concentration de vecteur plus ou moins importante.  Même si ces résultats sont 





d’induire l’acquisition des caractéristiques migratoires avec une diminution des adhérences 
cellule-cellule et un changement des adhérences à la matrice. Enfin, la surexpression de sox10, 
bien qu’exprimée uniquement dans les CN en migration, est suffisante pour induire 
l’expression de HNK1 et de cadhérine 7 et pour entrainer une délamination ectopique des 
cellules du neuroépithélium (McKeown et al., 2005).  
Par ailleurs, la TEM des CN troncales est étroitement liée au cycle cellulaire des cellules. 
L’utilisation d’inhibiteur du passage de la phase G1 à la phase S comme la mimosine ou 
l’AG555 bloque la délamination des CN troncales. Donc, le passage en phase S est un prérequis 
pour la sortie des CN du tube neural (Burstyn-cohen and Kalcheim, 2002). Les noyaux des CN 
et des cellules du neuroépithélium bougent le long de l’axe apico-basal en fonction du cycle 
cellulaire, ce sont les mouvements interkinétiques. Les noyaux sont en position apicale au 
moment de la mitose, se déplacent en position basale lors de la phase G1, restent en basal en 
phase S et repartent en apical pendant la phase G2. Au moment de la délamination, les CN en 
phase S ont leur noyau en basal et cette localisation est observée dans 90% des cas (Ahlstrom 
and Erickson, 2009). BMP4 via le contrôle de Wnt1 et -caténine permet l’expression de la 
cycline-D1, une protéine impliquée dans la transition G1/S du cycle cellulaire (Burstyn-Cohen 
et al., 2004). BMP4 induit aussi l’expression d’ADAM10. ADAM10 dégrade la N-cadhérine en 
N-terminal entrainant une perte des jonctions cellulaires. Le fragment de N-cadhérine (CFT1) 
est ensuite clivé par la -secrétase au niveau cytoplasmique, générant un fragment 
cytoplasmique (CTF2). CTF2 régule positivement l’expression de la cyclineD1 et potentialise 
ainsi l’effet de Wnt1/-caténine (Shoval et al., 2006)(figure 13).  
Comme dans la TEM des CN céphaliques, les CN troncales doivent réorganiser leurs 





début, les CN troncales expriment faiblement l’E-cadhérine qui est complètement perdue lors 
de la TEM (Dady and Duband, 2017). La N-cadhérine est exprimée au début de la TEM et est 
progressivement perdue pour permettre aux cellules de sortir du tube neural et de migrer 
(Akitaya and Bronner-Fraser, 1992; Duband et al., 1988; Shoval et al., 2006). Elle est remplacée 
par les cadhérine-6B et cadhérine-7. Ce changement de cadhérines est crucial, car la 
surexpression de N-cadhérine et de cadhérine-7 entraine des défauts de TEM avec des CN qui 
« tombent » dans la lumière du tube neural (Nakagawa and Takeichi, 1998). La cadhérine-6B 
a un rôle pro-TEM, contrairement à ce qui est observé dans les CN céphaliques. La cadhérine-
6B est régulée positivement par BMP4, via Wnt1 qui induit la TEM (Burstyn-Cohen et al., 2004; 
Sela-Donenfeld and Kalcheim, 1999). Cependant, cadhérine-6B est également régulée 
négativement par snail2 (Taneyhill et al., 2007). Ces résultats contradictoires laissent penser 
que le contrôle précis de la quantité de cadhérine-6B est un prérequis pour la réalisation 
correcte de la TEM. La cadhérine-6B a un rôle positif dans la perte du caractère épithélial des 
CN troncales en agissant de façon cis avec le récepteur 2 au BMP (BMPR2). En effet, 
l’interaction de cadhérine-6B avec BMPR2 entraine l’activation de la kinase LIMK1 qui 
phosphoryle la protéine cofiline impliquée dans la régulation de l’actine. Cette 
phosphorylation entraine une inhibition de cofiline et de la dynamique de l’actine, qui impacte 
les jonctions cellule-cellule (figure 13) (Park and Gumbiner, 2010; Park and Gumbiner, 2012). 
La cadhérine-6B est exprimée encore par les CN en début de migration, mais est 
complètement perdue par la suite pour être remplacée par la cadhérine-7 et la cadhérine-11 






Figure 14 : Dynamiques des cadhérines lors de la transition épithélio-mésenchymateuse des crêtes 
neurales troncales.  
Schéma représentant la dynamique d’expression des cadhérines au cours du développement des 
crêtes neurales troncales. mps : mésoderme pré-somitique. Modifié de Gouignard et al. Genesis 2018 
(Gouignard et al., 2018). 
 
Les petites GTPases Rho sont exprimées dans les CN troncales au cours de la TEM. Leur 
rôle reste encore mal compris. RhoB est exprimée par les CN troncales et son expression est 
régulée par BMP4 (Liu and Jessell, 1998). Une première étude a montré qu’elle avait un rôle 
positif dans la TEM des CN troncales en utilisant l’inhibiteur C3 qui inhibe spécifiquement les 
protéines Rho. Dans cette étude, l’utilisation de C3 bloque la TEM des CN mais n’a pas d’effet 
ni sur leur spécification ni sur la migration (Liu and Jessell, 1998). Une seconde étude a montré 
que RhoB a un rôle négatif sur la TEM des CN en favorisant plutôt le maintien du caractère 
épithélial. Dans cette étude, les auteurs ont utilisé l’inhibiteur C3 et l’inhibiteur Y27632 qui 
inhibe la protéine ROCK, une cible directe des protéines Rho (Groysman et al., 2008). Ces 
différentes conclusions peuvent s’expliquer par l’utilisation d’embryons de poulet et de caille 
à des stades de développement différents. Le rôle de RhoB reste donc à clarifier dans la TEM 
des CN, même s’il semble qu’il ait un rôle positif car sa co-expression avec sox9 dans les 





GTPase RhoA retrouvée dans des cellules du tube neural et dans les CN doit être finement 
contrôlée pour permettre aux cellules d’établir une polarité avant-arrière caractéristique des 
cellules mésenchymateuses. L’activité de RhoA doit être limitée à l’arrière de la cellule lors de 
la sortie du tube neural. Cela, sous le contrôle des facteurs sox9/sox10, qui entrainent 
l’expression d’une Rho GAP, DLC1 (Deleted in Liver Cancer 1) et de la protéine Nedd9 connue 
pour être impliquée dans le contrôle de la TEM des CN troncales (Aquino et al., 2009). Need9 
permet la localisation de DLC1 à l’avant de la cellule où DLC1 inhibe l’activité de RhoA (figure 
13) (Liu et al., 2017). Cette polarité avant-arrière sera nécessaire à la fin de la TEM et au départ 
en migration des CN sous le contrôle de la petite GTPase Rac1 (Shoval and Kalcheim, 2012).  
Dans l’embryon de poulet, la matrice extracellulaire est composée de collagène I, II, III 
et IV, de laminine et de fibronectine. Le collagène IV, la laminine et la fibronectine composent 
majoritairement les lames basales des épithéliums comme le neuroépithélium. Le collagène I 
et la fibronectine sont retrouvés abondamment dans la matrice interstitielle. La composition 
de la lame basale au niveau des CN prémigratrices est la même, mais elles présentent des 
discontinuités avec des patches de collagène IV, laminine et fibronectine. Ces discontinuités 
s’élargissent au moment de la TEM des CN avec une absence presque totale de la lame basale. 
Quand toutes les CN sont sorties du tube neural, une lame basale complète est formée dans 
la partie dorsale du tube neural (Duband and Thiery, 1987; Martins-Green and Erickson, 1987). 
La lame basale ne semble pas être un obstacle à la TEM des CN (Duband and Thiery, 1987; 
Martins-Green and Erickson, 1987), cependant le mécanisme permettant de maintenir la lame 
basale ouverte n’est pas encore complétement identifié. Ce mécanisme pourrait être passif 
par une  génération  faible de la lame basale par les CN ou actif avec l’expression de protéases 





composants de la matrice et doivent donc exprimer un large éventail de récepteurs à la 
matrice. 
 
3d. La migration des Crêtes Neurales. 
3d1. Adhérence à la matrice : un large éventail d’intégrines. 
Les intégrines sont des protéines transmembranaires qui s’associent en dimères 
formés d’une sous-unité alpha et d’une sous-unité beta (Barczyk et al., 2010; D.Campbell and 
J.Humphries, 2011). Ces dimères sont associés au cytosquelette via des complexes 
macromoléculaires. L’adhérence des intégrines aux substrats nécessite une activation sous la 
forme d’un changement conformationnel. Ce changement peut-être induit par des signaux 
externes ou internes à la cellule. Lorsque la liaison d’une intégrine au substrat entraine 
l’activation d’une voie de signalisation, on parle de signal outside-in. A l’inverse, lorsqu’une 
voie de signalisation intracellulaire entraine un changement d’activité des intégrines, on parle 
de signalisation inside-out (Hu and Luo, 2013). 
Les CN céphaliques et troncales expriment une large variété d’intégrines au moment 
de la TEM et de la migration, ce qui leur permet de migrer sur plusieurs composants de la 
matrice. Les CN céphaliques expriment les intégrines 4, 5, 6 et V et 1, 3 et 5. Les CN 
troncales expriment les intégrines , 3, 4, 5, 6, 7, 8 et V et les 1, 3, 5 et 8 (McKeown et al., 
2013). Ces nombreuses intégrines forment différents hétérodimères permettant l’adhérence 
aux collagènes, à la fibronectine, à la vitronectine et à la laminine (Humphries, 2006). La 
plupart de ces intégrines n’ont pas été étudiées fonctionnellement dans les CN. Nous nous 
intéresserons uniquement à celles qui interagissent avec MMP14, qui sont les sous-unités 





L’intégrine 1 est exprimée lors de la migration des CN céphaliques et troncales in vitro 
et in ovo. Elle est retrouvée au niveau des adhérences focales des cellules et permet la 
migration sur la laminine, la fibronectine et la vitronectine en s’associant aux sous-unités 
 4, 5, 6 et V. Des expériences in vitro en utilisant un anticorps bloquant de l’intégrine 1 
ont montré son rôle dans l’adhérence et l’étalement des CN au substrat (Desban and Duband, 
1997; Duband et al., 1986; Krotoski et al., 1986). L’intégrine 1 participe à l’étalement des CN 
troncales sur la matrice via la protéine Nedd9. Nedd9 est un membre de la voie signalisation 
de 1 et a été montrée comme nécessaire à la formation des adhérences focales dans les CN 
troncales (Aquino et al., 2009). L’intégrine 3 est retrouvée au moment de la TEM et de la 
migration des CN céphaliques (Pietri et al., 2003) et des CN troncales (Desban and Duband, 
1997). Elle participe à l’adhérence in vitro des CN troncales avec la vitronectine, la laminine et 
la fibronectine (Delannet et al., 1994; Desban and Duband, 1997). L’intégrine V est exprimée 
par les CN troncales en cours de migration en culture in vitro. Elle permet aux cellules 
d’adhérer à la vitronectine, la laminine et la fibronectine (Delannet et al., 1994; Desban and 
Duband, 1997). Elle s’associe avec l’intégrine , forme le complexe v1 qui s’accumule aux 
adhérences focales et permet l’adhérence à la vitronectine. Elle forme aussi un complexe avec 
3 et contrôle la migration des CN troncales mais pas l’adhérence à la vitronectine (Delannet 
et al., 1994). De plus le complexe V3 régule négativement l’adhérence cellule-cellule des 
CN troncales en migration en bloquant l’adressage de N-cadhérine au niveau des jonctions 
adhérentes (Monier-Gavelle and Duband, 1997). 
3d2. Une migration dynamique des crêtes neurales. 
Au cours de leur migration, les cellules de la CN se déplacent à forte densité cellulaire. 





est composé de deux sous-types cellulaires définis sur la base de critères morphologiques. Des 
cellules à l’avant qui forment plein de protrusions leurs donnant une forme étoilée. A l’arrière, 
les cellules sont bipolaires avec une protrusion à l’avant et une région contractile à l’arrière et 
migrent en formant une chaîne. Les différentes cellules du groupe forment des interactions 
cellule-cellule transitoires. Suite à un contact cellulaire, les cellules maintiennent le contact 
pour suivre la cellule de devant ou alors rétractent la protrusion et ensuite migrent en 
direction de la cellule de devant (Kulesa and Fraser, 1998; Kulesa and Fraser, 2000; Teddy and 
Kulesa, 2004). Ces interactions cellulaires sont importantes dans le contrôle de la direction et 
de la vitesse de migration. Des surexpressions de mutants constitutivement actif ou dominant 
négatif de RhoA impactent l’extension et la rétraction des protrusions cellulaires. Ces défauts 
d’extension/rétraction des protrusions entrainent des défauts de direction induisant un délai 
de migration (Rupp and Kulesa, 2007). Au niveau du flux avant la vésicule otique, il a été 
proposé que les cellules leaders, à l’avant du flux, et suiveuses, à l’arrière du flux, ne 
présentent pas le même profil d’expression de gènes (McLennan et al., 2012; McLennan et al., 
2015a). Cette différence de profil génétique est contrôlée par le VEGF qui est produit dans 
l’environnement des cellules (McLennan et al., 2015b). Les premières cellules à sortir du tube 
neural sont en contact direct avec le VEGF, qui permet l’acquisition du profil de cellules leaders 
et permet à ces cellules d’être à l’avant du groupe de migration. A l’inverse, les cellules qui 
sortent après ne sont pas en contact avec le VEGF et deviennent donc des cellules suiveuses 
(McLennan et al., 2012; McLennan et al., 2015b). Une analyse via le tracking des cellules in 
vivo remet en cause cette idée d’organisation des cellules en leader et suiveuse. Cette analyse 
a montré que toutes les cellules du groupe présentent les mêmes paramètres de migration 
(vitesse, direction). De plus, il y a un réarrangement massif des cellules qui ne restent pas à 





des cellules à l’avant du groupe restent à cette position pendant la migration (Richardson et 
al., 2016). Par ailleurs, les cellules changent de voisines à chaque fois qu’elles se déplacent de 
plus d’un diamètre cellulaire (Richardson et al., 2016). Il a donc été proposé que les différences 
de profil génétique soient la conséquence, et non la cause, de la localisation des CN au sein 
du groupe de migration.  
Au cours de la migration des CN chez le xénope, les cellules réalisent un évènement de 
Contact Inhibition of Locomotion (CIL) (Carmona-Fontaine et al., 2008). La CIL est un 
évènement cellulaire où deux cellules en migration rentrent en contact. Suite au contact les 
cellules arrêtent de migrer, rétractent leurs protrusions, se repolarisent et repartent en 
migration dans la direction opposée au contact. Dans les CN de poisson zèbre in vivo, il a été 
montré que la CIL restreint les protrusions cellulaires à l’avant du groupe des CN et permet 
une migration directionnelle (Carmona-Fontaine et al., 2008). Chez le poulet, il n’est pas 
encore défini si la CIL participe ou non à la migration des CN. Des expériences de microscopie 
en time-lapse ont montré que dans la plupart des cas, suite à un contact cellulaire, les cellules 
de CN rétractent leurs protrusions. Ce phénomène de rétraction au moment du contact est 
un signe de CIL, même s’il n’a pas été observé de migration dans la direction inverse du contact 
probablement due à la forte densité du groupe de cellules in vivo (Teddy and Kulesa, 2004). 
Une étude récente a observé que les CN de poulet ne rétractent pas leurs protrusions suite au 
contact avec une autre cellule. Cette étude a suggéré, uniquement sur la base de leur 
observation, que les CN ne réalisent pas de CIL (Genuth et al., 2018). Dans les deux cas, aucune 
expérience fonctionnelle n’a été faite pour affirmer ou infirmer si la CIL est nécessaire à la 






3d3. Des chemins de migration précis. 
Au cours de la migration, les CN suivent des chemins précis au sein de l’embryon pour 
rejoindre leur destination finale. Dans la tête, les CN sont organisées en trois flux. Un premier 
flux qui migre en direction de l’œil, de la face et des arcs branchiaux 1 et 2. Un second flux 
avant la vésicule otique qui migre vers l’arc branchial 2. Et enfin le troisième flux après la 
vésicule otique contenant des CN cardiaques qui migrent au niveau des arcs branchiaux 3 et 
4 et du cœur (figure 15A). 
 
Figure 15 : Chemins de migration des crêtes neurales.  
A. Chemins de migration des crêtes neurales céphaliques. B. Chemins de migration des crêtes neurales 
troncales au cours du temps. C. Voie de migration ventro-médiale et dorso-latérale au cours du temps. 
di : diencéphale, mes : mésencéphale, r : rhombomère, GRD : Ganglion de la racine dorsale, GS : 
Ganglion sympathique, dm : dermomyotome, scl : sclérotome. Modifié de Théveneau and Andrieu eLS 






 Au niveau des CN troncales comme la TEM, la migration des CN est dépendante du 
développement des somites. En face des somites épithéliaux, les CN migrent entre le tube 
neural et le somite, le long de la lame basale du tube neural. Lors de la dissociation du somite 
en dermomyotome et sclérotome, le sclérotome devenu mésenchymateux permet la 
migration des CN à travers lui. Cependant, chez le poulet, les CN passent uniquement dans la 
partie antérieure du sclérotome. Cette première voie de migration est nommée la voie ventro-
médiale et les cellules qui l’empruntent donnent les neurones, les cellules gliales du système 
nerveux périphérique et les cellules de la glande surrénale. Vingt-quatre heures après le début 
de la sortie des CN, les CN qui sortent empruntent la voie de migration dorso-latérale entre le 
dermomyotome et l’épiderme pour donner les cellules pigmentaires (figure 15B).  
3d4. Des signaux positifs pour diriger la migration. 
La migration des CN céphaliques est dirigée par plusieurs signaux sécrétés qui 
guideront les CN pour qu’elles atteignent leur destination finale (figure 16). Le facteur VEGF 
exprimé dans l’ectoderme au niveau du rhombomère 4 et dans l’arc branchial 2 guide la 
migration des CN composant le flux pré-otique. VEGF agit via le complexe comprenant la 
neuropilin 1 et le récepteur 2 au VEGF (McLennan et al., 2010). Les CN originaires des 
rhombomères post-otiques migrent en fonction de FGF8. Via les récepteurs 1 et 3 du FGF 
exprimés par les CN, FGF8 guide les CN au niveau des arcs branchiaux (Sato et al., 2011). 
SDF1/CXCL12 est retrouvé comme signal positif pour la migration des CN céphaliques et 
troncales. Dans la partie céphalique, SDF1 est exprimé dans l’ectoderme au-dessus des CN 
cardiaques qui expriment son récepteur CXCR4. Des pertes de fonction de CXCR4 ou une 
expression de SDF1 entrainent des défauts de migration des CN, ce qui montre que SDF1 





troncale, SDF1 contrôle la migration de deux sous populations de CN, les CN qui donnent le 
ganglion sympathique et celles qui donnent les cellules de la glande médullo-surénal. Dans les 
deux cas, les CN expriment CXCR4 et se dirigent vers l’aorte dorsale où SDF1 est sécrété (figure 
16C, D)(Kasemeier-Kulesa et al., 2010; Saito et al., 2012).  
 
Figure 16 : Résumé des différents signaux contrôlant la migration des crêtes neurales.  
A. Schéma des différents signaux positifs au niveau des crêtes neurales céphaliques. B. Schéma des 
différents signaux négatifs au niveau des crêtes neurales céphaliques. C. Schéma représentant une 
coupe transversale au niveau troncal avec les parties gauche et droite de la coupe représentant les 
parties antérieure et postérieure du somite respectivement. Les signaux positifs et négatifs sont 
annotés à leurs différentes positions d’expression. D. Schéma représentant les crêtes neurales dans la 
voie ventro-médiale et dorso-latérale annotées des différents récepteurs qu’elles expriment.  Adapté 






3d5. Des signaux négatifs pour restreindre la migration. 
Les signaux négatifs vont restreindre les CN dans leur voie de migration et permettre 
une migration plus efficace. Ces signaux négatifs peuvent être des facteurs sécrétés, des 
protéines membranaires ou encore des composants de la matrice (figure 16B, C, D). Les 
sémaphorines 3A et 3F sont exprimées par le tube neural adjacent aux zones sans CN 
céphaliques et contribuent à la position correcte des CN au cours de la migration (Eickholt et 
al., 1999; Osborne et al., 2005). Egalement, elles empêchent les CN troncales de migrer dans 
la partie postérieure du somite (Eickholt et al., 1999). Les ligands Slit et leurs récepteurs Robo 
inhibent aussi la migration des CN troncales dans certains tissus de l’embryon. La voie 
Slit/Robo empêche la migration des CN troncales, précurseurs des ganglions de la racine 
dorsale et sympathiques au niveau de l’intestin, mais pas celle des cellules entériques qui ne 
possèdent pas de récepteurs Robo1/2 (De Bellard et al., 2003; Zuhdi et al., 2015). Slit1/2 via 
Robo1/2 bloquent aussi la migration des premières CN au niveau de la voie dorso-latérale. Les 
CN qui sortent 24h après le début de la migration et qui donnent les cellules pigmentaires, 
expriment peu de Robo1/2 et migrent donc au-dessus du dermomyotome (Jia et al., 2005). La 
famille des protéines membranaires Eph/Ephrine contrôle aussi la bonne organisation des flux 
dans la tête (Theveneau and Mayor, 2012). Elle empêche la migration des CN troncales dans 
la partie postérieure du somite et dans la voie dorso-latérale. Ephrin-B1 est exprimée par la 
partie postérieure du sclérotome et par le dermomyotome. Les CN migrant dans la voie 
ventro-médiale expriment EphB3 et sont repoussées par Ephrine-B1. A l’inverse les CN 
donnant les cellules pigmentaires expriment EphB2 et sont attirées par Ephrin-B1 dans la voie 
dorso-latérale (Krull et al., 1997; Santiago and Erickson, 2002). La T-cadhérine, exprimée par 
la partie postérieure du somite, agit comme un facteur négatif régulant la migration des CN 





composants de la matrice, empêchent la migration des CN troncales dans la partie postérieure 
du somite et au niveau de la notochorde (Debby-Brafman et al., 1999; Landolt et al., 1995). 
Il est intéressant de préciser ici que la présence de nombreux inhibiteurs dans 
l’environnement permet de restreindre les territoires permissifs pour la migration des CN. Ceci 
peut avoir un effet global positif en canalisant les CN dans certaines voies, réduire leur 
dispersion et ainsi augmenter leur directionalité. Par exemple chez le xénope, une étude in 
vivo a montré récemment que le versican est retrouvé dans l’environnement des CN 
céphaliques de xénope et que comme chez le poulet, il est non permissif à la migration. Les 
expériences de perte de fonction du versican entrainent des défauts de migration caractérisés 
par une dispersion ectopique des CN qui cause une diminution de leur directionalité. Le 
versican est donc nécessaire pour confiner les CN et promouvoir leur bonne migration. Ces 
résultats confirment que les signaux négatifs, en plus d’organiser les voies de migration, 
promeuvent une migration dirigée et efficace des CN (Szabó et al., 2016). 
3e. MMP14 dans les crêtes neurales de poulet : un rôle encore inconnu. 
MMP14 a été montrée comme étant exprimée par les CN céphaliques par RT-PCR 
(Cantemir et al., 2004). MMP14 de poulet présente de nombreuses différences avec la 
protéine humaine. Sa séquence protéique n’a que 64% d’identité avec celle de l’humain. 
MMP14 de poulet présente une délétion de cinq acides aminés dans la MT-LOOP. Certains 
sites d’O-glycosylation dans le linker1 sont manquants. Des sites de phosphorylation 
potentiels dans la queue cytoplasmique, comme la tyrosine 573, sont absents et enfin la 
séquence DKV importante pour le recyclage de MMP14 est manquante (figure 17) (Yang et 







Figure 17 : Schéma de la protéine MMP14 poulet où sont indiqués les différences entre la MMP14 
humaine et poulet.  
Schéma de MMP14 annoté avec les différences au niveau de la séquence protéique entre MMP14 
humaine et de poulet. L’astérisque au niveau du  L1 indique les 4 sites d’O-glycolysation manquant 
chez la MMP14 de poulet. L’astérisque au niveau du domaine cytoplasmique (CP) indique l’absence de 
la tyrosine 573 chez le poulet. Sig : peptide signal, Pro : pro-domaine, Cat : Domaine catalytique, L1 : 
linker1, Hpx : domaine hémopexine, L2 : linker2, TM : Domaine transmembranaire. Modifié de Itoh 
Matrix Biology 2015 (Itoh, 2015). 
 
En plus de MMP14, MMP2 est retrouvée dans le mésoderme environnant les CN 
céphaliques en cours de migration (Cai et al., 2000). Elle est exprimée faiblement dans les CN 
troncales (Duong and Erickson, 2004). L’utilisation d’un inhibiteur général des MMP en culture 
in vitro suggère que l’activité des MMP est nécessaire à la TEM des CN troncales (Duong and 
Erickson, 2004). Les inhibiteurs TIMP2 et TIMP3 sont aussi retrouvés au cours du 
développement de l’embryon de poulet. TIMP3 est exprimé massivement par la notochorde. 
TIMP2 lui est exprimé par les CN cardiaques durant la migration et par le tube neural au niveau 
des rhombomères 5 et 6. La perte de TIMP2 via l’utilisation d’un morpholino entraine un 
défaut de migration des CN (Cantemir et al., 2004). Cantemir et al. ont proposé comme 
hypothèse que les CN céphaliques exprimant MMP14 et TIMP2 activent MMP2 retrouvée 
dans le mésoderme et ainsi migrent (Cantemir et al., 2004). Cette hypothèse semble peu 
probable car, comme indiqué précédemment, la MMP14 de poulet a une délétion de la MT-





introduit dans la partie 2e, MMP14 a de nombreuses fonctions en dehors de l’activation de 
MMP2 potentiellement importantes pour la TEM et la migration. Majoritairement, les 
fonctions de MMP14 dans la TEM et dans la migration ont été étudiées dans des contextes in 
vitro et peu de ces fonctions ont été confirmées in vivo. Les crêtes neurales de poulet peuvent 
donc être un bon modèle d’étude pour étudier MMP14 dans un contexte in vivo. Comme 
présenté précédemment (partie 3), la TEM et la migration des CN poulet ont été bien décrites 
et de nombreux substrats ou partenaires de MMP14 sont exprimés dans les CN de poulet. 
Mieux connaitre le rôle de MMP14 au cours du développement des crêtes neurales de poulet 
pourra aider à une meilleure compréhension de MMP14 in vivo. Nous nous sommes donc 
demandé si MMP14 était impliquée dans la TEM et la migration des CN de poulet et quel était 










Rôle de MMP14 dans les crêtes neurales céphaliques. 
MMP14 est exprimée au cours de la transition épithélio-mésenchymateuse et de la migration 
des crêtes neurales céphaliques. 
Tout d’abord, nous avons regardé l’expression de MMP14 par hybridation in situ. Pour 
cela, trois fragments non chevauchants de la séquence de MMP14 ont été clonés pour 
produire des sondes d’hybridation in situ (voir matériel et méthodes). Les trois sondes 
donnent des résultats équivalents. Les résultats, obtenus avec la sonde correspondant à la 
portion 901 à 1452 paires de bases de MMP14, sont décrits ci-dessous. Sur un embryon entier 
au stade HH9, MMP14 est détectée au niveau du tube neural (figure 18A).  A un stade pré-
TEM des CN, sur coupe transversale, l’expression de MMP14 est localisée dans l’endoderme 
(figure 18B, e),  dans la notochorde (figure 18B, n) et dans tout le tube neural, y compris la 
zone la plus dorsale qui contient les CN pré-migratrices (figure 18B-B’). MMP14 reste exprimée 
au cours de la TEM des CN (figure 18C-C’) et dans les CN qui commencent à migrer (figure 
18C’, têtes de flèches). Sur un embryon plus âgé (stade HH13), nous retrouvons un marquage 
de MMP14 dans le tube neural, l’œil, la vésicule otique (figure 18D) et dans les CN en cours 
de migration (figure 18D, flèches).  Ce patron d’expression est confirmé en coupe longitudinale 
(figure 18E) et nous observons clairement l’expression de MMP14 dans les trois flux de 
migration des CN céphaliques (figure 18E, flèches).  
Ces résultats indiquent tout d’abord que l’expression de MMP14 n’est pas restreinte 
aux tissus qui font de la TEM ou de la migration. Ensuite, bien que fortement exprimées dans 
certains tissus (ex : tube neural), d’autres populations cellulaires comme l’ectoderme, le 





exprimée par les CN céphaliques avant et pendant la TEM, et reste exprimée pendant la 
migration. 
 
Figure 18 : Patron d’expression de MMP14 au niveau céphalique par hybridation in situ.  
A. Photo en vue dorsale d’un embryon entier au stade HH9. B. Coupe transversale à un niveau de 
l’embryon où les crêtes neurales sont en pré-transition épithélio-mésenchymateuse. B’. Zoom au 
niveau de la partie dorsale. C. Coupe transversale à un niveau de l’embryon où les crêtes neurales 
réalisent la transition épithélio-mésenchymateuse. C’. Zoom au niveau de la partie dorsale. D. Photo 
en vue dorsale d’un embryon entier au stade HH13. E. Coupe longitudinale. Les flèches indiquent les 
crêtes neurales r : rhombomère, vo : vésicule otique, e : endoderme, n : notochorde. 
 
Un activateur (furin), un co-facteur (TIMP2) et un inhibiteur (TIMP3) de MMP14 sont retrouvés 
au niveau des crêtes neurales. 
Pour que MMP14 soit active, son pro-domaine doit être clivé par une pro-enzyme 
convertase lors de son transport à la membrane. L’activateur le mieux caractérisé de MMP14 
est la furin (Imai et al., 1996; Yana and Weiss, 2000). Nous avons cloné un fragment de la 
séquence codante de la furin afin de produire une sonde d’hybridation in situ (voir matériels 
et méthodes). Sur un embryon au stade HH12, au moment de la migration des CN, la furin est 
retrouvée au niveau du tube neural, de l’œil, de la vésicule otique et des CN en cours de 





furin est exprimée par le tube neural et la notochorde (figure 19B). Au niveau du rhombomère 
6, nous retrouvons l’expression de la furin au niveau du tube neural, de la notochorde, de 
l’endoderme et également au niveau des CN en cours de migration (figure 19C, flèches). Ces 
résultats suggèrent que la furin est exprimée au bon endroit et au bon moment pour cliver 
MMP14. 
 
Figure 19 : Patron d’expression de la furin au niveau céphalique par hybridation in situ et western 
blot pour MMP14 poulet.  
A. Photo en vue dorsale d’un embryon entier au stade HH12. B. Coupe transversale au niveau des 
rhombomères 1/2. C. Coupe transversale au niveau du rhombomère 6. Les flèches indiquent les crêtes 
neurales. D. Western Blot d’extrait d’embryon total au stade HH12.  o : œil, vo : vésicule otique. 
 
Afin de vérifier l’activation de MMP14, nous avons réalisé des Western Blot sur extraits 
totaux d’embryons au stade HH12. Nous observons plusieurs bandes pour MMP14 
correspondant aux tailles attendues pour la pro-MMP14 (62kDA), la MMP14 active (52kDA), 
une forme sécrétée de MMP14 obtenue par clivage du domaine extracellulaire (37kDA) et la 
forme sans le domaine catalytique (47kDA) (figure 19D). Ces résultats indiquent que MMP14 
est bien activée à ces stades du développement de l’embryon de poulet. 
L’activité de MMP14 étant strictement régulée par la présence de co-facteurs et 





TIMP2 et TIMP3. TIMP2 a été décrit comme exprimé par le tube neural au niveau des 
rhombomères 5 et 6 et par les CN cardiaques, qui migrent au niveau du flux après la vésicule 
otique. TIMP3 lui n’a été observé qu’au niveau de la notochorde (Cantemir et al., 2004). Sur 
un embryon au stade HH12, TIMP2 est exprimé dans tout le tube neural avec une expression 
plus intense au niveau des rhombomères 5 et 6 (Figure 20A, r5, r6). TIMP2 est aussi exprimé 
dans les CN en migration (figure 20A-C, flèches). Ceci est facilement observable sur coupes 
transversales au niveau des rhombomère 5 et 7 (Figure 20B-C, flèches). On note cependant 
que son expression au niveau du rhombomère 7 est beaucoup plus faible dans le tube neural 
(figure 20C). 
 
Figure 20 : Patron d’expression de TIMP2 et TIMP3 par hybridation in situ.  
A. Photo en vue dorsale d’un embryon entier au stade HH12 passé en in situ pour TIMP2. Les flèches 
indiquent les crêtes neurales. B-C. Coupes transversales au niveau du rhombomère 5 (B) et du 
rhombomère 6 (C). Les flèches indiquent les crêtes neurales. D. Photo en vue dorsale d’un embryon 
entier au stade HH12 passé en in situ pour TIMP3. E. Coupe transversale au niveau du rhombomère 3. 
Les flèches indiquent l’absence de marquage dans la partie dorsale du tube neural. F. Coupe 
transversale au niveau du rhombomère 7. Les flèches indiquent le marquage dans la partie dorsale du 






Sur embryon entier, nous observons une expression de TIMP3 au niveau du tube 
neural, mais également au niveau des CN en migration au niveau du rhombomère 4 (r4) (figure 
20D, flèches). Sur différentes coupes le long de l’axe antéro-postérieur, TIMP3 est retrouvé au 
niveau de la notochorde (Figure 20E, F). Sur coupes transversales, au niveau du rhombomère 
3, TIMP3 est retrouvé dans le tube neural mais il est absent du domaine dorsal (figure 20E, 
flèches). Au niveau du rhombomère 4, TIMP3 est exprimé par l’ensemble du tube neural 
(figure 20F) et par les CN en migration (figure 20F, flèches). En conclusion, le co-facteur TIMP2 
est exprimé par les CN en migration. De façon plus surprenante, l’inhibiteur TIMP3 est 
retrouvé dans le tube neural et dans certaines CN en cours de migration. 
La localisation de la protéine MMP14 change au cours de la transition épithélio-
mésenchymateuse. 
Nous nous sommes ensuite intéressés à la localisation de la protéine MMP14 dans les 
différents tissus qui l’expriment. En effet, la localisation de MMP14 est connue pour être 
dynamique (Weaver et al., 2014). Pour cela nous avons généré un anticorps polyclonal de 
souris dirigé contre MMP14 de poulet (voir Matériel et Méthodes). Par immunofluorescence, 
nous retrouvons MMP14 dans la partie apicale du tube neural. MMP14 est aussi localisée en 
apical dans les crêtes neurales avant la TEM (Figure 21A). Au moment de la TEM, la localisation 
de MMP14 dans le tube neural reste inchangée (figure 21B’). Par contre dans le domaine des 
CN, MMP14 est localisée tout le long de l’axe apico-basal (figure 21B, B’’). Dans certaines 
cellules des CN positives pour sox10, MMP14 est perdue dans la partie la plus apicale (Figure 
21B’’, C, C’, accolade). Enfin, dans les CN en cours de migration MMP14 est retrouvée dans le 
cytoplasme des cellules sous la forme d’amas proches du noyau (Figure 21C’’). Un graphique, 





pendant la TEM des CN, permet de mieux apprécier le changement de localisation cellulaire 
(Figure 21D). Ces résultats indiquent que MMP14 change de localisation subcellulaire au 
moment de la TEM, avec une relocalisation de la protéine de la zone apicale à la partie 
basolatérale des cellules. Ceci suggère que MMP14 pourrait avoir une fonction lors de la TEM. 
 
Figure 21 : Localisation de MMP14 durant la transition epithélio-mesenchymateuse des crêtes 
neurales céphaliques.  
A-B. Coupes transversales au moment pre-TEM (A) et au moment de la TEM (B). B’. Zoom au niveau 
de la partie ventro-médial du tube neural. B’’. Zoom au niveau des crêtes neurales. L’accolade indique 
l’absence de marquage de MMP14 dans la partie apicale des crêtes neurales. C. Merge des signaux 
MMP14 et sox10. C’. Zoom au niveau des crêtes neurales. C’’. Zoom au niveau des crêtes neurales en 
début de migration. D. Graphique représentant la répartition du marquage MMP14 le long de l’axe 
apico-basal au niveau des CN en pre-TEM et en TEM. 3 coupes pour 1 embryon pour pre-TEM et TEM. 
 
MMP14 est requise pour la transition épithélio-mésenchymateuse des crêtes neurales 
indépendamment de son activité catalytique.  
Pour tester si MMP14 est impliquée dans la TEM des CN céphaliques, nous avons utilisé 
trois stratégies de perte de fonction. La première consiste à utiliser l’inhibiteur NSC405020 qui 
se fixe au niveau du domaine hémopexine de MMP14. Cette fixation modifie l’organisation du 





substrats et cofacteurs de MMP14 (Remacle et al., 2012).  Nous avons incubé les embryons 
entiers avec l’inhibiteur, en utilisant la technique de culture nommée Cornish Pasty (Nagai et 
al., 2011)(voir Matériel et Méthodes). Les embryons sont incubés sur la nuit en présence de 
DMSO ou du NSC405020 à 0.5mM jusqu’au stade du développement désiré (figure 22A). Nous 
avons ensuite réalisé des coupes transversales au niveau des rhombomères 4 (r4) et 6 (r6) et 
des immunofluorescences pour snail2 pour visualiser les CN. Avec le DMSO, les CN sortent du 
tube neural et migrent latéralement (figure 22B). Avec le NSC à 0.5mM le domaine positif pour 
snail2 est élargi au niveau de r4 et r6 par rapport à la condition avec le DMSO (figure 22C et 
D). De plus, le flux de CN en migration est plus court avec une distance de migration 
significativement réduite par rapport au DMSO (figure 22C et E). Donc l’inhibition de MMP14 
entraine une accumulation des CN dans la partie dorsale du tube neural et une diminution de 
la distance de migration.  
 
Figure 22 : L’inhibition de MMP14 par le NSC405020 entraine une accumulation des crêtes neurales 
dans la partie dorsale du tube neural et une diminution de la distance de migration. 
 A. Schéma représentant la technique de culture cornish pasty. B-C Coupes transversales au niveau R4 
et R6 d’embryons traités DMSO (B) ou NSC405020 à 0.5mM (C). D. Graphique de l’aire de snail2 dans 
le TN dorsal. Pour le DMSO et NSC 4 coupes analysées de 4 embryons provenant d’une expérience. E. 
Graphique de la distance de migration en micron des crêtes neurales. Pour le DMSO 9 coupes analysées 
pour 9 embryons et le NSC 11 coupes analysées pour 11 embryons. Deux expériences indépendantes. 






Pour confirmer les résultats de l’inhibiteur, nous avons généré deux siRNA et un 
morpholino (MoMMP14) bloquant l’épissage de MMP14 (figure 23A). Pour des expériences 
de sauvetage, nous avons également construit une forme de MMP14 insensible au siRNA, une 
forme sans le domaine catalytique (CAT), une forme avec une mutation ponctuelle de l’acide 
glutamique 223 en alanine dans le domaine catalytique entrainant l’inactivation de MMP14 
(E223A ou EA)(Rozanov et al., 2001), et enfin une forme de MMP14 sans le domaine 
cytoplasmique (Cyto) (figure 23B). Nous avons électroporé ces différentes constructions au 
stade HH8 juste avant la TEM des CN. Nous avons laissé incuber les embryons 18 heures avant 
de les fixer et de réaliser une hybridation in situ avec les sondes FoxD3 et sox10 pour visualiser 
les CN. Avec le scrambled 01, nous observons un profil de migration similaire des CN entre le 
côté contrôle et le côté électroporé (première colonne figure 23D). Avec le siRNA, nous 
observons du côté electroporé une accumulation du marquage FoxD3/sox10 au niveau du 
tube neural, un flux de migration moins marqué et des cellules localisées entre le tube neural 
et le flux de migration (seconde colonne, figure 23D). Nous avons quantifié cette accumulation 
en faisant le ratio de l’aire occupée par le marquage FoxD3/sox10 au-dessus du tube neural 
du côté electroporé sur celle du côté contrôle. Nous avons une augmentation significative de 
l’aire avec le siRNA comparé au scrambled (figure 23E).  
Pour confirmer que le phénotype est bien spécifique à la perte de MMP14 et pour 
déterminer quel domaine de MMP14 est nécessaire à sa fonction au cours de la TEM, nous 
avons réalisé des expériences de sauvetage. Pour cela nous avons électroporé, en plus du 
siRNA01, les différentes formes de MMP14. Avec la forme entière de MMP14 nous avons un 
sauvetage du phénotype, avec une perte de l’accumulation de FoxD3/sox10 au niveau du tube 
neural (figure 23D, E). Il y a sauvetage également avec la forme mutée pour l’activité 





le domaine catalytique ne sauve pas le phénotype, il y a accumulation des CN dans la partie 
dorsale du tube neural (zoom troisième colonne figure 23D, E).  
 
Figure 23 : MMP14 est requise pour la transition épithélio-mésenchymateuse des crêtes neurales 
céphaliques indépendamment de son activité catalytique.  
A. Schéma représentant les sites de liaison du siRNA-MMP14 01, 02 et du morpholino anti-épissage 
MMP14. B. Schéma des quatre formes de MMP14 générées pour les expériences de sauvetage. SS : 
Signal de sécrétion, PRO : prodomaine, CAT : domaine catalytique, L1 : Linker1, PEX : domaine 
hémopexine, L2 : Linker2, TM : domaine transmembranaire et CYTO : domaine cytoplasmique. C. 
Schéma de l’électroporation au stade HH8. D. Photos d’embryons en vue dorsale passés en hybridation 
in situ pour FoxD3 et sox10 et qui ont été électroporés avec le scrambled (première colonne), avec le 
siRNA01 à 1.5µg/µl (seconde colonne), avec le siRNA01 et MMP14 à 1.5µg/µl (troisième colonne), avec 
le siRNA01 et MMP14-CAT à 1.5µg/µl (quatrième colonne), avec le siRNA01 et MMP14-EA à 1.5µg/µl 
(cinquième colonne) et avec le siRNA01 et MMP14-Cyto à 1.5µg/µl (sixième colonne). La ligne en 
pointillé indique le niveau où est faite la coupe transversale. L’astérisque indique le côté électroporé 
E. Graphique représentant l’aire des crêtes neurales au-dessus du tube neural. 28 embryons scrambled 
analysés dans 7 expériences indépendantes, 46 embryons siRNA01 analysés dans 11 expériences 
indépendantes, 17 embryons si+MMP14 analysés dans 6 expériences indépendantes, 11 embryons 
si+ CAT analysés dans 3 expériences indépendantes, 14 embryons si+E/A analysés dans 2 expériences 
indépendantes, 11 embryons si+ Cyto analysés dans 3 expériences indépendantes. Les barres 
d’erreur correspondent aux écart-types. ANOVA avec comparaison multiple. *** p<0.0005. 
 
Nous avons également électroporé le siRNA02 et le MoMMP14. Nous retrouvons 
également une accumulation significative du marquage FoxD3/sox10 au niveau du tube neural 








Figure 24 : L’accumulation de crêtes neurales au niveau du tube neural est également obtenue avec 
le second siRNA et le morpholino pour MMP14.  
A. Photos d’embryons en vue dorsale passés en hybridation in situ pour foxD3 et sox10 et qui ont été 
électroporés avec le scrambled02 (première colonne) ou avec le siRNA02 à 1.5µg/µl (seconde colonne). 
B. Photos d’embryons en vue dorsale passés en hybridation in situ pour foxD3 et sox10 et qui ont été 
électroporés avec le morpholino Contrôle (première colonne) ou avec le morpholino MMP14 0.5mM 
(seconde colonne). C-D. Graphique représentant l’aire des crêtes neurales au-dessus du tube neural. 
C. scr/siRNA02 : 13 embryons scrambled et 7 embryons siRNA02 de deux expériences indépendantes, 
test Mann-Whitney * p=0.0145. D. Moctl/MoMMP14 : 5 embryons Mo Contrôle d’une expérience, 25 
embryons MoMMP14 de 5 expériences indépendantes, test Mann-Whitney * p=0.0108. Les barres 
d’erreur correspondent aux écart-types 
Pour valider l’efficacité du siRNA01 et du MOMMP14, nous avons électroporé des 
tubes neuraux troncaux sur des embryons de stade HH12. Ces tubes ont ensuite été disséqués 
pour préparer les extraits protéiques totaux. Il est important de noter que les électroporations 
ont été réalisées de façon unilatérale, les réductions de quantité de protéine attendues sur 
Western Blot sont donc au maximum de 50%. Nous avons mesuré la quantité de protéine 
MMP14 par Western Blot. Nous avons observé qu’avec le siRNA01 il y a une diminution 
d’environ 50% de la quantité de MMP14 comparé au scrambled 01 (figure 25). Avec le 
MoMMP14, la diminution est moins importante avec 30% de moins de protéine MMP14 
comparé à un Morpholino avec 5 mismatches (figure 26). Ces résultats indiquent que le 





En conclusion, ces résultats indiquent que MMP14 est nécessaire à la TEM des CN 
céphaliques. Sa fonction nécessite un domaine extracellulaire intact mais pas son activité 
catalytique ni son domaine cytoplasmique.  
Figure 25 : Validation du siRNA01 par Western Blot.  
A. Western Blot de MMP14 sur des extraits protéiques de tube neural d’embryons électroporés avec 
le scrambled ou le siRNA01 à stade HH12 et récupérés 24h après électroporation. B. Western Blot pour 
la tubuline sur les mêmes échantillons que A. C. Graphique de la quantité relative de MMP14 sur la 
tubuline normalisée par le scrambled. Deux expériences avec des échantillons différents. 
Figure 26 : Validation du Morpholino par Western Blot.  
A. Western Blot de MMP14 sur des extraits protéiques de tube neural d’embryons électroporés avec 
le Mo5mismatch ou le MoMMP14 à stade HH12 et récupérés 24h après électroporation. B. Western 
Blot pour la tubuline sur les mêmes échantillons que A. C. Graphique de la quantité relative de MMP14 







MMP14 est induite par le facteur de transcription ets-1 
Le timing de la TEM des CN céphaliques est connu pour être sous le contrôle de p53, 
snail2 et ets-1 (Rinon et al., 2011). Par ailleurs, des études ont montré que l’expression de 
MMP14 peut être induite par ets-1 et snail2 (Heo and Cho, 2014; Shields et al., 2012; Welch-
Reardon et al., 2014). Nous nous sommes donc demandé s’ils étaient capables de promouvoir 
l’expression de MMP14 dans le tube neural de l’embryon de poulet. Pour cela nous avons 
surexprimé ets-1 et snail2 par électroporation dans le tube neural. Avec la surexpression d’ets-
1 il y a une expression ectopique de MMP14 (figure 27A, tête de flèche sur la coupe). Par 
contre snail2 ne suffit pas à induire l’expression de MMP14 (figure 27B).  
  
Figure 27 : Ets-1 induit l’expression de MMP14.  
A. Photo dorsal d’un embryon surexprimant ets-1 et passé en hybridation in situ pour MMP14 in toto 
en vue dorsale, coupes transversales au niveau de la ligne en pointillé pour le marquage in situ et pour 
la GFP. Les têtes de flèches montrent le marquage ectopique de MMP14. 5 embryons analysés 
provenant d’une expérience. B. Photo d’un embryon surexprimant snail2 et passé en hybridation in 
situ pour MMP14 in toto en vue dorsale, coupes transversales au niveau de la ligne pour le marquage 







MMP14 est aussi capable d’agir comme un régulateur transcriptionnel (Shimizu-Hirota 
et al., 2012). Nous avons donc regardé si MMP14 était nécessaire à l’expression d’ets-1 et 
snail2. Nous avons réalisé des pertes de fonction avec le siRNA01 puis des hybridations in situ 
pour ets-1 et snail2. Avec le scrambled et le siRNA01 il n’y a aucun effet sur l’expression d’ets-
1 (figure 28A). La perte de MMP14 entraine une accumulation de cellules positives pour snail2 
au niveau du tube neural et un retard de migration (figure 28B, tête de flèche et flèches). Sur 
coupe transversale nous observons un domaine snail2 élargi du côté électroporé (figure 28B, 
accolade). Le phénotype est similaire à celui obtenu avec l’hybridation in situ pour 
FoxD3/sox10 (figure 23).  
 
Figure 28 : MMP14 n’est pas requise pour l’expression d’ets-1 et de snail2.  
A. Photo in toto en vue dorsale d’embryons electroporés avec le scrambled ou le siRNA01 MMP14 
passé en hybridation in situ pour ets-1. 3 embryons scrambled, 4 embryons siRNA01 provenant d’une 
expérience. B. Photo in toto en vue dorsale d’embryons electroporés avec le scrambled ou le siRNA01 
MMP14 passé en hybridation in situ pour snail2. Photos de la GFP co-électroporée avec le scrambled 
et le siRNA01. Coupes transversales après la vésicule otique. Les flèches indiquent les défauts de 
migration, la tête de flèche montre l’accumulation de snail2 au niveau du tube neural. 7 embryons 
scrambled, 4 embryons siRNA01 provenant de deux expériences indépendantes. Les photos 
d’immunofluorescence en bas à droit des images d’hybridation in situ montrent le marquage GFP 





Ces résultats indiquent qu’ets-1 est suffisant pour induire l’expression de MMP14 mais 
que MMP14 n’est pas requise pour l’expression d’ets-1 ou de snail2 au moment de la TEM des 
CN céphaliques.  
 
Figure 29 : MMP14 est nécessaire à la perte de cadhérine-6B.  
 
A. Photo in toto en vue dorsale d’embryons électroporés avec le scrambled ou le siRNA01 MMP14 
passé en hybridation in situ pour cadhérine-6B. Photos de la GFP co-électroporée avec le scrambled et 
le siRNA01. Coupes transversales après la vésicule otique. La tête de flèches indique l’accumulation de 
cadhérine-6B. 3 embryons scrambled, 4 embryons siRNA01 d’une expérience. B. Photo in toto en vue 
dorsale d’embryons électroporés avec le scrambled ou le siRNA01 MMP14 passé en hybridation in situ 
pour cadhérine-7. Photos de la GFP co-électroporée avec le scrambled et le siRNA01. Coupes 
transversales après la vésicule otique. 6 embryons scrambled, 6 embryons siRNA01 de deux 
expériences indépendantes. Les photos d’immunofluorescence en bas à droit des images d’hybridation 
in situ montrent le marquage GFP correspondant à la portion électroporée de l’embryon. L’astérisque 






MMP14 est nécessaire au switch des cadhérines. 
En aval des facteurs de transcription régulant la TEM, de nombreux événements 
cellulaires ont lieu. Les cellules changent de répertoire de cadhérines, de polarité et 
acquièrent des propriétés migratrices (Lamouille et al., 2014; Nieto et al., 2016). Nous avons 
tout d’abord regardé l’expression de cadhérine-6B et 7. Avec le siRNA01 il y a une 
augmentation du marquage cadhérine-6B (figure 29A, tête de flèche). Par contre, aucun effet 
n’est détecté sur l’expression de cadhérine-7 (figure 29B). Nous avons ensuite analysé 
l’expression de RhoB et de l’intégrine 3 impliquée dans la migration des CN. La perte de 
fonction MMP14 entraine une accumulation de cellules positives pour RhoB et intégrine-3 
dans la partie dorsale du tube neural (figure 30A, B). Au cours de la TEM, il y a également une 
diminution des cadhérines E et N. Nous avons donc réalisé une immunofluorescence pour E-
cadhérine et N-cadhérine. Avec le siRNA01, les CN, positivement pour snail2, s’accumulent 
dans le toit du tube neural. Par contre aucun changement de distribution des deux cadhérines 
n’est observé (figure 31A, B).  
Ces résultats indiquent, qu’en absence de MMP14, les CN bloquées dans le toit du tube 
neural sont incapables de perdre l’expression de cadhérine-6B et d’acquérir celle de 
cadhérine-7. En revanche, les expressions de E et N-cadhérine ne sont pas affectées tout 
comme celle de RhoB et intégrine 3. Les cellules expriment ces deux facteurs bien qu’étant 
incapables de sortir du tube neural. Ceci indique que MMP14 semble principalement requise 
pour la perte de cadhérine-6B, mais pas pour le remodelage du cytosquelette (RhoB) ou le 











Figure 30 : MMP14 n’est pas requise pour l’expression de RhoB et de l’intégrine 3.  
A. Photo in toto en vue dorsale d’embryons électroporés avec le scrambled ou le siRNA01 MMP14 
passé en hybridation in situ pour RhoB. Coupes transversales après la vésicule otique. La tête de flèches 
indique l’accumulation de crêtes neurales marquées RhoB. 6 embryons scrambled, 6 embryons 
siRNA01 de deux expériences indépendantes. B. Photo in toto en vue dorsale d’embryons électroporés 
avec le scrambled ou le siRNA01 MMP14 passé en hybridation in situ pour intégrine 3. Coupes 
transversales après la vésicule otique. La tête de flèches indique l’accumulation de crêtes neurales 
marquées intégrine 3. 8 embryons scrambled, 6 embryons siRNA01 de deux expériences 
indépendantes. Les photos d’immunofluorescence en bas à droite des images d’hybridation in situ 
montrent le marquage GFP correspondant à la portion électroporée de l’embryon. L’astérisque 






Figure 31 : MMP14 n’est pas nécessaire à la perte d’E-cadhérine et de N-cadhérine lors de la 
transition épithélio-mésenchymateuse.  
A. Immunofluorescence pour E-cadhérine (magenta) et snail2 (blanc) dans des embryons électroporés 
avec le scrambled (5 embryons) et le siRNA01 (3 embryons). B. Immunofluorescence pour N-cadhérine 
(magenta) et snail2 (blanc) dans des embryons électroporés avec le scrambled (5 embryons) et le 
siRNA01 (3 embryons). L’accolade montre l’accumulation de crêtes neurales du côté électroporé avec 
le siRNA01. L’astérisque désigne le côté électroporé. 
 
MMP14 est nécessaire au changement de polarité apico-basale lors de la TEM.  
Nous nous sommes demandé ensuite si MMP14 pouvait participer au changement de 
polarité lors de la TEM des CN. Pour cela nous avons réalisé des immunofluorescences pour la 
protéine du centrosome Pericentriolar Material 1 (PCM1). Dans des embryons contrôles, au 
début de la TEM, PCM1 est localisée dans la partie apicale des cellules de la CN comme dans 
le reste du tube neural (figure 32A). Lors de la TEM, PCM1 est redistribuée le long de l’axe 
apico-basal des CN (figure 32B). Dans les CN qui sont parties en migration, PCM1 s’accumule 
en un point proche du noyau  (figure 32B), ce qui correspond à la localisation attendue du 
centrosome. Dans les embryons électroporés avec le scrambled et du côté non-électroporé il 
y a bien un changement de localisation avec des points de PCM1 à travers les cellules des CN 





apicale des CN accumulées dans la partie dorsale du tube neural (figure 33B, cercle en 
pointillé).  
Ces résultats indiquent que MMP14 est nécessaire au changement de polarité apico-
basale des CN céphaliques lors de la TEM. 
 
Figure 32 : Dynamique de la polarité apico-basale lors de la transition épithélio-mésenchymateuse 
des crêtes neurales céphaliques. 
 A-B. Immunofluorescence pour pericentriolar material 1 (PCM1) et TFAP2 (AP2) avant la transition 




Figure 33 : MMP14 est nécessaire au changement de polarité apico-basale lors de la transition 
épithélio-mésenchymateuse des crêtes neurales céphaliques.  
A-B. Immunofluorescence pour PCM1 (magenta) et AP2 (blanc) sur des coupes d’embryons 
électroporés avec le scrambled (6 embryons) (A) et avec le siRNA01 (5 embryons) (B) dans deux 
expériences indépendantes. Dans le scrambled, les têtes de flèches pointent la localisation 
basolatérale de PCM1 du côté contrôle et du côté électroporé. Dans le siRNA01, les têtes de flèches 
indiquent la localisation basolatérale de PCM1 sur côté contrôle mais qui n’est pas observée du côté 







MMP14 participe à l’adhérence à la matrice mais ne remodèle pas la matrice.  
L’acquisition des capacités migratoires lors de la TEM passe par un remodelage du 
cytosquelette et la formation d’adhérences avec la matrice extracellulaire. MMP14 ayant 
plusieurs interactions connues avec différentes intégrines (Deryugina et al., 2002; Gálvez et 
al., 2002; Mori et al., 2013), nous avons souhaité vérifier si MMP14 était requise pour la 
formation des adhérences focales in vivo. Pour cela nous avons fait des immunofluorescences 
pour la phospho-paxilline (pPax), un composant des adhérences focales (Maziveyi et al., 2015). 
Dans un embryon sauvage au début de la TEM, le marquage pPax est localisé dans la partie 
basale des CN (figure 34A). Au moment de la TEM, le marquage est moins retrouvé en basal 
avec une localisation autour des cellules et à l’avant des cellules qui commencent à migrer 
(figure 34B, flèches). Avec le siRNA01, il y a une absence de localisation basale de pPax dans 
les cellules accumulées dans le toit du tube neural, contrairement au scrambled (figure 35A, 
B, têtes de flèches). Egalement, il y a une absence de pPax dans les CN qui commencent à 
migrer (figure 35B, têtes de flèches jaunes). 
 
Figure 34 : Dynamique des adhérences à la matrice lors de la transition épithélio-mésenchymateuse 
des crêtes neurales céphaliques. 
 A-B. Immunofluorescence pour phospho-paxilline (pPAX) et TFAP2 (AP2) avant la transition 







Il y a été montré qu’au moment de la TEM des CN céphaliques, la laminine est absente 
au-dessus du domaine des CN, ce qui correspond à une interruption de la lame basale (Duband 
and Thiery, 1987). MMP14 pouvant dégrader la laminine (Bair et al., 2005; Gilles et al., 2001; 
Koshikawa et al., 2000; Udayakumar et al., 2003), nous avons regardé si MMP14 pouvait être 
impliquée dans l’interruption de la lame basale lors de la TEM. Nous avons donc réalisé des 
immunofluorescences pour la laminine. Avec le scrambled et le siRNA01, il n’y a aucune 
accumulation de laminine au-dessus des CN (figure 35C, D) indiquant que MMP14 n’est pas 
requise au maintien des ouvertures dans la lame basale située au-dessus du domaine des CN. 
 
Figure 35 : MMP14 est nécessaire à la mise en place des adhérences à la matrice.  
A-B. Immunofluorescence pour pPax (magenta) et snail2 (blanc) sur des coupes d’embryons 
électroporés avec le scrambled (3 embryons) (A) et avec le siRNA01 (3 embryons) (B). Les têtes de 
flèches blanches indiquent l’absence de marquage Ppax dans les crêtes neurales accumulées dans le 
tube neural. Les têtes de flèches jaunes indiquent l’absence de marquage Ppax dans les crêtes neurales 
en migration. C-D. Immunofluorescence pour laminine (magenta) et snail2 (blanc) sur des coupes 
d’embryons électroporés avec le scrambled (5 embryons) (C) et avec le siRNA01 (3 embryons) (D). 
L’astérisque désigne le côté électroporé. 
 
En conclusion, nos résultats montrent que les CN céphaliques expriment MMP14 au 
cours de la TEM et de la migration. La localisation de MMP14 est modifiée lors de la TEM. 





domaine cytoplasmique, mais nécessite un domaine extracellulaire intact. Au cours de la TEM, 
MMP14 participe au switch des cadhérines en étant requise pour la perte de l’expression de 
cadhérine-6B. MMP14 est nécessaire au changement de polarité apico-basale et à la mise en 
place des adhérences focales. 
La TEM des CN céphaliques est particulière. Elle s’effectue de façon massive avec de 
nombreuses cellules qui délaminent du tube neural dans une courte fenêtre de temps. A 
l’inverse, la délamination des CN troncales est progressive. Les cellules sortent du tube neural 
une à une. Par ailleurs, les facteurs en amont ne sont pas tous identiques. Ets-1 notamment, 
que nous avons identifié comme un inducteur potentiel de MMP14 n’est pas exprimé dans les 
CN troncales (Tahtakran and Selleck, 2003). Nous avons donc souhaité vérifier si les fonctions 








Rôle de MMP14 dans les crêtes neurales troncales 
Les crêtes neurales troncales expriment MMP14 pendant la transition épithélio-
mésenchymateuse et la migration.  
Dans la partie caudale d’un embryon au stade HH13, MMP14 est exprimée par le tube 
neural, les somites en cours de formation, ceux qui sont déjà dissociés et finalement au niveau 
des lames latérales (figure 36A, L, s et sd). Sur coupes transversales nous retrouvons 
l’expression de MMP14 au niveau de la notochorde et du tube neural (figure 36B, C). Avant la 
TEM, il y a peu d’expression de MMP14 dans le domaine des CN (figure 36B, astérisque, zoom). 
Au moment de la TEM, il y a une augmentation de l’expression de MMP14 dans les CN (figure 
36C, zoom). Après la délamination, les CN troncales migrent pour envahir les somites 
adjacents. Les somites exprimant aussi MMP14, il est difficile de conclure sur l’expression de 
MMP14 dans les CN en migration. Afin de contrecarrer ce problème, nous avons réalisé des  
hybridations in situ sur des CN en culture. Pour cela nous avons disséqué des tubes neuraux 
au niveau des derniers somites et les avons mis en culture sur de la fibronectine. Nous avons 
laissé les cultures sur la nuit, pour que les CN aient le temps de sortir du tube neural et de 
migrer sur la fibronectine. Nous avons ensuite réalisé une hybridation in situ pour MMP14 et 
le marqueur de CN sox10. Les CN en migration expriment bien sox10 (figure 36E) et MMP14 
(figure 36D). 
Nous avons également réalisé des immunofluorescences pour MMP14. Comme dans 
la partie céphalique, MMP14 est localisée dans la partie apicale du tube neural (figure 37A, B). 
Dans les CN au début de TEM, MMP14 est localisée plutôt en apical mais nous pouvons 
commencer à observer une relocalisation en basal (figure 37A). Cette relocalisation s’accentue 





apicale comme dans les CN céphaliques (figure 21C, C’). Ceci peut s’expliquer par le fait que 
l’intégrité du toit du tube neural est préservée durant toute la période de délamination des 
CN troncales, contrairement à la partie céphalique où toutes les cellules sortent en même 
temps. 
Ces résultats indiquent que MMP14 est exprimée par les CN troncales au moment de 
la TEM et de la migration. Au cours de la TEM il y a un changement de sa localisation cellulaire 
comme dans les CN céphaliques. 
 
Figure 36 : Patron d’expression de MMP14 au niveau troncal par hybridation in situ.  
A. Photo dorsale de la partie postérieure d’un embryon entier au stade HH13. B. Coupe transversale 
au niveau troncal avant la transition épithélio-mésenchymateuse embryon au stade HH14. Zoom de la 
partie dorsale du tube neural. L’astérisque indique l’absence de marquage faible pour MMP14 dans la 
partie dorsale du tube neural C. Coupe transversale au niveau troncal au cours de la transition 
épithélio-mésenchymateuse embryon au stade HH14. Zoom de la partie dorsale du tube neural. D-C. 
Culture de crêtes neurales troncales passées en hybridation pour MMP14 (D) ou pour sox10 (E). s : 







Figure 37 : Localisation de MMP14 durant la transition épithélio-mésenchymateuse des crêtes 
neurales troncales.  
A-B. Immunofluorescence pour MMP14 (vert) et sox10 (magenta) au début de la transition épithélio-
mésenchymateuse (A) et durant la transition épithélio-mésenchymateuse (B). C. Graphique 
représentant la répartition du marquage MMP14 le long de l’axe apico-basal au niveau des CN en pre-
TEM et en TEM. 3 coupes pour un embryon. 
 
MMP14 est impliquée dans la transition épithélio-mésenchymateuse des crêtes neurales 
troncales.  
Nous avons électroporé le siRNA01 au niveau troncal et mis les CN en culture. Avec le 
siRNA01, il y a une diminution du nombre de CN GFP+ en dehors du tube neural comparé au 
scrambled (figure 38). La perte de MMP14 affecte uniquement les cellules GFP+ indiquant un 
effet cellulaire autonome. In vivo, nous observons une augmentation de l’aire occupée par les 
CN snail2 positives dans la partie dorsale du tube neural avec le siRNA01 (figure 39A, accolade, 
colonne du milieu, B). Nous avons co-electroporé le siRNA01 avec la forme entière de MMP14 
et nous observons un sauvetage du phénotype (figure 39A colonne de droite, B). Ces données 









Figure 38 : MMP14 entraine un défaut de délamination des crêtes neurales troncales en culture.  
A-B. Photos d’explants de tube neural mis en culture sur de la fibronectine électroporés avec le 
scrambled (A) ou le siRNA01 (B). Les noyaux sont marqués avec le sirDNA (blanc) et les cellules 
électroporées sont positives pour la GFP (vert). C. Graphique représentant le ratio du nombre de crêtes 
neurales GFP+ sur le nombre total de crêtes neurales en dehors du tube neural normalisé par la 
condition scrambled. 7 explants scrambled de 3 expériences indépendantes, 9 explants siRNA01 de 4 
expériences indépendantes. Les barres d’erreur correspondent aux écart-types. 
 
Figure 39 : MMP 14 est nécessaire à la délamination des crêtes neurales troncales in vivo.  
A. Photos sur coupes transversales de la partie dorsale du tube neural d’embryons électroporés avec 
le scrambled (première colonne), le siRNA01 (seconde colonne) ou le siRNA01 et MMP14 couplée à la 
mCherry (troisième colonne). Les coupes sont marquées avec la GFP (vert), snail2 (blanc) et MMP14-
mCherry (magenta). B. Graphique de l’aire des crêtes neurales (snail2) normalisée par la condition 
scrambled. 132 coupes analysées de 11 embryons scrambled provenant de 4 expériences 
indépendantes, 303 coupes analysées de 24 embryons siRNA01 provenant de 6 expériences 
indépendantes, 15 coupes analysées de 3 embryons si+MMP14 provenant d’une expérience. Les 







MMP14 n’est pas impliquée dans la perte de N-cadhérine et de laminine au cours de la 
transition épithélio-mésenchymateuse. 
Nous avons ensuite regardé si MMP14 agissait sur la perte des jonctions cellulaires au 
moment de la TEM. Pour cela nous avons réalisé une immunofluorescence pour N-cadhérine 
qui est perdue lors de la TEM des CN troncales (Nakagawa and Takeichi, 1998). Avec le 
siRNA01 il y a bien une accumulation de cellule du côté électroporé (figure 40B, accolade) 
comparé au scrambled (figure 40A). Par contre il n’y a pas d’augmentation du signal de N-
cadhérine au niveau des CN avec le siRNA01 (figure 40B) mais une légère réduction. Ceci est 
en accord avec le fait que les CN perdent normalement la N-cadhérine et semble indiquer que, 
bien qu’étant incapables de délaminer, les CN électroporées avec le siRNA01 présentent bien 
une réduction de la N-Cadhérine. 
 
Figure 40 : MMP14 n’est pas impliquée dans la perte de N-cadhérine lors de la transition épithélio-
mésenchymateuse.  
A-B. Immunofluorescence pour N-cadhérine (magenta) et snail2 (blanc) sur coupes transversales 
d’embryons électroporés avec le scrambled (A) ou le siRNA01 (B). L’accolade indique l’accumulation 
de crêtes neurales du côté électroporé avec le siRNA01. 6 embryons scrambled de deux expériences 






Ensuite nous avons réalisé une immunofluorescence pour la laminine, afin de voir si 
elle pouvait être accumulée au-dessus des CN expliquant le défaut de TEM. Dans le scrambled 
et le siRNA01, il n’y a pas d’accumulation de laminine. Nous retrouvons bien des interruptions 
de la lame basale permettant la sortie des CN (figure 41).  
                  
Figure 41 : MMP14 n’est pas nécessaire à l’interruption de la lame basale lors de la transition 
épithélio-mésenchymateuse.  
A-B. Immunofluorescence pour la laminine (magenta) sur coupes transversales d’embryons 
électroporés avec le scrambled (A) ou le siRNA01 (B). 3 embryons scrambled d’une expérience et 4 
embryons siRNA01 de deux expériences indépendantes. 
 
MMP14 pouvant réguler la N-Cadhérine (Covington et al., 2006) et dégrader la 
laminine (Bair et al., 2005; Gilles et al., 2001; Koshikawa et al., 2000; Udayakumar et al., 2003), 
nous avons souhaité tester si une surexpression de MMP14 pouvait entrainer une perte de N-
cadhérine et une dégradation de laminine dans le tube neural. Nous avons donc électroporé 





une localisation ectopique de MMP14 tout le long des cellules du neuroépithélium (figure 42, 
GFP). La surexpression de MMP14 n’a d’effet ni sur la N-cadhérine localisée en apical (figure 
42A), ni sur la laminine située en basal au niveau des cellules électroporées avec MMP14 
(figure 42B). 
En conclusion, MMP14 n’est pas impliquée dans la régulation de la N-cadhérine et de 
la laminine lors de la TEM des CN troncales, et sa surexpression n’est pas suffisante pour 
induire des défauts au niveau de ces deux protéines. 
   
Figure 42 : La surexpression de MMP14 dans le neuroépithélium n’entraine ni perte des adhérences 
cellule-cellule ni dégradation de la lame basale.  
A. Immunofluorescence pour la  N-cadhérine (magenta) sur coupes transversales d’embryons avec une 
surexpression de MMP14-GFP. 9 embryons de 4 expériences indépendantes. B. Immunofluorescence 
pour la laminine (magenta) sur coupes transversales d’embryons avec une surexpression de MMP14-






MMP14 est requise pour le positionnement des noyaux au niveau basal du neuroépithélium 
lors de la transition épithélio-mésenchymateuse. 
Dans le neuroépithélium, les cellules sont de formes allongées le long de l’axe apico-
basal de l’épithélium. Pendant le cycle cellulaire, les noyaux réalisent des mouvements 
interkinétiques (Spear and Erickson, 2012). Pendant la phase S, les noyaux sont en basal et 
dans la partie apicale des cellules lors de la mitose. Le bon déroulement de ces mouvements 
interkinétiques est dépendant de la polarité apico-basale des cellules (Afonso and Henrique, 
2006). Lors de la TEM des CN troncales, le noyau doit être localisé dans la partie basale des 
cellules dans l’heure précédant la sortie du tube neural (Ahlstrom and Erickson, 2009), et de 
ce fait, une dépendance vis-à-vis de la transition G1/S a été démontrée (Burstyn-cohen and 
Kalcheim, 2002). Mais dans certains cas, deux CN sortent du tube neural suite à une mitose 
en position basale (Ahlstrom and Erickson, 2009). Nous avons donc utilisé cette population de 
CN qui sort à la suite d’une mitose pour regarder si MMP14 était impliquée dans le 
positionnement du noyau lors de la TEM. Pour cela, nous avons fait des immunofluorescences 
pour phospho-histone H3 (pH3) qui marque les cellules en mitose. Nous avons ensuite mesuré 
la distance entre la partie apicale et la position des noyaux pH3+ au niveau des CN. Les CN 
situées au niveau médian du tube neural sont plus courtes que celles situées latéralement. 
Nous avons donc mesuré la distance apico-basale de chaque cellule pH3+ et fait le ratio de la 
première distance (pole apical-noyau pH3+) sur la seconde distance (taille apico-basale de la 
cellule) afin de normaliser les résultats. Donc, quand le ratio est proche de 0, le noyau pH3+ 
est en apical et quand le ratio est de 1 le noyau pH3+ est en basal. Avec le scrambled, nous 
retrouvons des noyaux pH3+ tout le long de l’axe apico-basal et notamment une sous-
population très en basal (figure 43A). Par contre, avec le siRNA01, la sous-population de 





absence de MMP14 les CN font principalement des mitoses en position apicale comme le reste 
des cellules du neuroépithélium.  
 
Figure 43 : MMP14 est nécessaire au positionnement des noyaux des crêtes neurales troncales lors 
de la transition épithélio-mésenchymateuse.  
A-B. Immunofluorescence pour la phospho-histone 3 (pH3, magenta) et snail2 (blanc) sur coupes 
transversales d’embryons électroporés avec le scrambled (A) ou le siRNA01 (B). C. Graphique 
représentant la position des noyaux pH3 positifs le long de l’axe apico-basal. 36 noyaux analysés de 3 
embryons scrambled provenant d’une expérience, 69 noyaux analysés de 8 embryons siRNA01 
provenant de 3 expériences indépendantes. Les barres d’erreur correspondent aux écart-types. Test 
Mann-Whitney *** p<0,0008. 
 
Nous avons ensuite surexprimé MMP14 dans le tube neural ventro-médian. La 
surexpression de MMP14, MMP14-EA et MMP14-Cyto entraine des mitoses ectopiques en 
basal (figure 44A-E). Nous avons défini une mitose ectopique quand le noyau pH3+ est éloigné 
du côté apical d’une distance égale à deux diamètres nucléaires. Avec ce critère, nous 
observons 1,7% de mitoses ectopiques du côté contrôle dans toutes les conditions (figure 
44F). Avec MMP14 et MMP14-EA, il y a augmentation avec 5 % de mitoses ectopiques, la 
forme MMP14-Cyto a un effet plus fort avec 10% de mitoses ectopiques (figure 44F) La 





Ces résultats indiquent que MMP14 est impliquée dans le bon positionnement des 
noyaux lors de la TEM des CN. Ce rôle de MMP14 est indépendant de son activité catalytique 
et de ses domaines catalytique et cytoplasmique. Compte tenu du lien entre positionnement 
des noyaux et polarité apico-basale, ces résultats suggèrent très fortement que la 
relocalisation de MMP14 en position baso-latérale lors de la TEM est requise pour la perte de 
la polarité lors de la TEM des CN troncales. 
 
Figure 44 : La perturbation de la localisation de MMP14 dans le neuroépithélium induit des mitoses 
ectopiques.  
A-D. Immunofluorescence pour pH3 (magenta) sur coupes transversales d’embryons électroporés avec 
MMP14 (A), MMP14-CAT (B), MMP14-EA (C) et MMP14-Cyto (D). E. Graphique représentant la 
position des noyaux pH3 positifs le long de l’axe apico-basal dans le neuroépithélium. Nous pouvons 
observer une population de noyaux pH3+ proche de l’apical (couleur froide) et une population au 
niveau basal (couleur chaude). F. Tableau représentant le pourcentage des mitoses non apicales. 1908 
noyaux analysés du côté contrôle dans 26 embryons, 716 noyaux analysés dans 7 embryons MMP14, 
460 noyaux analysés dans 7 embryons MMP14-CAT, 707 noyaux analysés dans 9 embryons MMP14-
EA provenant de 3 expériences. 431 noyaux analysés dans 3 embryons MMP14-Cyto provenant d’une 
expérience.  
 
MMP14 est requise pour la migration des crêtes neurales troncales. 
Nous avons ensuite analysé le rôle de MMP14 dans la migration des CN troncales. Nous 





HH12 au niveau du tronc avant la TEM des CN. Nous avons fixé les embryons après 24h 
d’incubation et réalisé une immunofluorescence pour HNK1, un marqueur des CN en 
migration (figure 45A, B). Avec le siRNA01 et le MoMMP14 nous avons constaté une 
diminution de la migration des cellules GFP+. Par contre, les autres cellules du flux non 
électroporées, ne sont pas impactées par la perte de MMP14 dans certaines CN et dans le 
tube neural (figure 45A, B), ce qui confirme les effets cellulaires autonomes observés 
précédemment en culture (figure 38). Nous avons quantifié la distance de migration des CN 
qui sont GFP+. Nous avons mesuré la distance de la première CN GFP+ dans le flux, et nous 
avons fait un ratio de cette distance sur la hauteur du tube neural, afin de corriger les 
variations entre embryons de stade différent ou entre coupes situées à des niveaux différents 
sur l’axe antéro-postérieur. Donc, si le ratio est égal à 0 la CN n’a pas commencé à migrer, s’il 
est de 1 la CN a atteint la partie ventrale du tube neural et, enfin, s’il est supérieur à 1 la CN a 
migré au-delà du tube neural. Nous avons quantifié la distance de migration des CN qui sont 
uniquement dans la voie de migration ventro-médiale. Avec le siRNA01 et le MoMMP14, il y 
a une diminution significative de la distance de migration comparée au scrambled et au 
Mo5mismtach (figure 45C, D). Nous avons représenté les valeurs de migration sous forme 
d’histogramme (figure 45E, F). Avec le siRNA01 et le MoMMP14, nous observons un décalage 
de l’histogramme vers la gauche du graphique (figure 45E, F). Par exemple, avec le scrambled 
il y a 50% des cellules qui présentent un ratio de migration de 0 à 0.5 et 50% un ratio de 0.5 à 
2. Par contre, 65% des cellules siRNA ont un ratio de migration entre 0 et 0.5 (figure 45E). Nous 
avons également quantifié la distance de migration lors de surexpression de différentes 
formes de MMP14. Nous observons une augmentation de la distance de migration avec la 
forme entière de MMP14 et la forme EA, mais de façon plus modérée avec la forme CAT 





En conclusion, nos expériences de gain et perte de fonction indiquent que MMP14 est 
requise pour la migration normale des CN troncales et est capable d’augmenter la migration 
des CN troncales indépendamment de son activité catalytique. 
 
Figure 45 : La perte de MMP14 diminue la distance de migration des crêtes neurales troncales.  
A. Coupes d’embryons électroporés avec le scrambled ou le siRNA01 passées en immunofluorescence 
pour HNK1 (magenta). Les crêtes neurales positives sont GFP (vert). B. Coupes d’embryons 
électroporés avec le Mo5Mismatch ou le MoMMP14 passées en immunofluorescence pour HNK1 
(magenta). Les crêtes neurales positives sont GFP (vert). C. Graphique de la distance moyenne 
normalisée par la condition scrambled. D. Histogramme de répartition des distances de migration des 
crêtes neurales analysées. 236 cellules analysées dans 5 embryons scrambled, 320 cellules analysées 
dans 7 embryons siRNA01 provenant de 3 expériences indépendantes. Les barres d’erreur 
correspondent aux écart-type. Test Mann-Whitney  * p=0,0194. E Graphique de la distance moyenne 
normalisée par la condition Mo5Mismatch. D. Histogramme de répartition des distances de migration 
des crêtes neurales analysées. 136 cellules analysées dans 5 embryons Mo5mismatch, 233 cellules 
analysées dans 9 embryons MoMMP14 de 3 expériences indépendantes. Les barres d’erreur 





                 
Figure 46 : La surexpression de MMP14 augmente la distance de migration indépendamment de son 
activité catalytique.  
Graphique de la distance moyenne normalisée par la condition GFP. 330 cellules analysées de 10 
embryons surexprimant la GFP, 332 cellules analysées de 7 embryons surexprimant MMP14, 153 
cellules analysées de 5 embryons surexprimant MMP14-CAT et 192 cellules analysées de 3 embryons 
surexprimant MMP14-EA. Les barres d’erreur correspondent aux écart-types. ANOVA avec 
comparaisons multiples, **** p<0,0001, * p=0,0147. 
 
MMP14 régule l’adhérence des cellules au substrat lors de la migration des crêtes neurales. 
MMP14 ayant un effet sur les adhérences focales au niveau céphalique, nous avons 
testé si MMP14 était nécessaire à l’adhérence au substrat pendant la migration des CN 
troncales sur la fibronectine. Pour cela, nous avons placé des explants de tube neural troncal 
en culture que nous avons traités avec le DMSO, le NSC405020 à 0.5mM ou un mélange de 
NSC et de manganèse (Mn), un activateur des intégrines, à 0.5mM. Nous avons ensuite 
quantifié l’aire totale des adhérences focales visualisées par immunofluorescence contre 
phospho-Paxilline. Nous avons également mesuré l’aire et la circularité des CN (figure 47).  
Nous avons fait deux temps d’incubation : un temps long de 16 heures et un temps court de 





adhérences focales (figure 47A, B). Egalement, nous observons des cellules plus petites et plus 
rondes (Figure 47A). En effet, il y a une diminution de l’aire des CN (Figure 47C) et une 
augmentation de la circularité des CN (Figure 47D). L’ajout du manganèse restaure l’aire des 
adhérences focales et diminue la circularité des CN traitées avec le NSC (figure 47B et D). Il y 
aussi un sauvetage partiel de l’aire des CN (Figure 47C). Avec une incubation de 2 heures, il y 
a une diminution significative de l’aire des adhérences focales avec le NSC (figure 47E), par 
contre il n’y a aucun effet sur la taille et la circularité des CN (figure 47F, G). Il est intéressant 
de constater qu’un simple ajout de manganèse suffit à sauver la diminution des adhérences 
focales induite par le NSC (figure 47E). Comme avec le NSC seul, NSC et manganèse n’affecte 
ni l’aire ni la circularité des CN (figure 47F, G). Ces résultats indiquent que MMP14 est d’abord 
impliquée dans la formation des adhérences focales, via un effet sur l’activation des 
intégrines, et que cet effet se traduit progressivement en une réduction de la surface 
d’adhérence et une baisse de l’activité protrusive des cellules (circularité plus grande). 
Nous nous sommes ensuite demandés si cette fonction de MMP14 pourrait également 
expliquer le défaut de délamination de CN troncales. Pour cela, nous avons mis en culture les 
CN troncales sur de la fibronectine et nous les avons traitées avec l’inhibiteur de MMP14 
NSC402050 à 0,5mM et avec 0,5mM de manganèse (Mn). En culture de 16h avec du DMSO, 
les CN réalisent la TEM et migrent sur la fibronectine (figure 48A). Avec le NSC, il y a une 
diminution significative du nombre de CN en dehors du tube neural (figure 48B, D), ce qui 
correspond au défaut de TEM. Cet effet n’est pas sauvé par l’ajout de manganèse (figure 48C, 






       
Figure 47 : MMP14 est impliquée dans l’adhérence à la matrice et dans l’étalement des crêtes 
neurales troncales lors de la migration.  
A. Immunofluorescence pour la phalloïdine (magenta) et phospho-paxilline (blanc) dans les crêtes 
neurales troncales traitées 16 heures avec DMSO, NSC405020 à 0.5mM et NSC et manganèse (Mn) à 
0.5mM. B-D. Graphiques obtenus de l’analyse des cellules traitées 16 heures qui représentent l’aire 
des adhérences focales (B), l’aire des crêtes neurales (C) et la circularité des crêtes neurales (D). E-G. 
Graphiques obtenus de l’analyse des cellules traitées 2 heures qui représentent l’aire des adhérences 
focales (E), l’aire des crêtes neurales (F) et la circularité des crêtes neurales (G). 6 expériences avec le 
DMSO et le NSC et 2 expériences avec le NSC+Mn pour le traitement de deux heures. 5 expériences 
avec le DMSO et le NSC et 3 expériences avec le NSC+Mn pour le traitement de 16 heures. Les barres 
d’erreur correspondent aux écart-types. Test Kruskal-Wallis avec comparaison multiple, **** 







Figure 48 : MMP14 n’est pas requise pour l’adhérence à la matrice lors de la transition épithélio-
mésenchymateuse.  
A-B. Photos d’explants de tube neural traités 16 heures avec du DMSO (A), le NSC405020 à 0,5mM (B) 
et le NSC et manganèse (Mn) à 0,5mM (C). Les noyaux sont marqués avec du DAPI. D. Graphique 
représentant le nombre de crêtes neurales en dehors de l’explant normalisé par la condition DMSO. 
24 explants DMSO, 29 explants NSC provenant de 5 expériences et 14 explants de NSC+Mn provenant 
de 3 expériences. Les barres d’erreur correspondent aux écart-types. Test Kruskal-Wallis avec 
comparaison multiple, *** p<0,001, * p=0,0108. 
 
En conclusion MMP14 est exprimée par les CN troncales au cours de la TEM et de la 
migration cellulaire. Au cours de la TEM, l’expression de MMP14 est augmentée dans les CN 
et sa localisation cellulaire change. Elle est nécessaire à la TEM des CN troncales en participant 
au positionnement des noyaux en basal, mais n’est impliquée ni dans la perte de N-cadhérine 
ni dans la dégradation de la lame basale. Les expériences de surexpression suggèrent que sa 
fonction dans la TEM est indépendante de son activité catalytique et du domaine 
cytoplasmique, mais des expériences de sauvetage avec les différentes formes sont 
nécessaires pour conclure sur ce point. Enfin, MMP14 est requise pour la migration normale 
des CN troncales. MMP14 est requise pour la formation des adhérences focales et l’étalement 







MMP14 est nécessaire à la TEM de façon indépendante de son activité catalytique. 
 Au cours de cette thèse, nous avons étudié le rôle de MMP14 pendant la TEM et la 
migration des CN céphaliques et troncales. Nous avons montré que MMP14 est exprimée par 
les CN céphaliques et troncales lors de la TEM et de la migration (figure 18, 21, 36 et 37). De 
plus nous avons montré qu’elle est impliquée dans la TEM (figure 22, 23, 24, 38, 39, 48). En 
plus de MMP14, TIMP2 est exprimé par les CN céphaliques (figure 20)(Cantemir et al., 2004) 
et MMP2 est retrouvée dans l’environnement des CN (Cai et al., 2000). Des expériences 
d’inhibition et de perte de fonction ont montré que TIMP2 et MMP2 sont requises pour la 
délamination et la migration des CN (Cai and Brauer, 2002; Cantemir et al., 2004; Duong and 
Erickson, 2004). MMP14 et TIMP2 forment un complexe permettant l’activation de MMP2 
(Butler et al., 1998; Imai et al., 1996; Strongin et al., 1995), il a été proposé que les CN 
céphaliques via MMP14 et TIMP2 activent MMP2 dans l’environnement des CN permettant 
leur délamination et migration (Cantemir et al., 2004). Cette hypothèse a été remise en 
question par l’analyse de la séquence protéique de MMP14  de poulet qui a montré l’absence 
dans le domaine catalytique de la MT-LOOP (Yang et al., 2008), une séquence de 8 acides 
aminés nécessaire à l’activation de MMP2 (English et al., 2001). Nos résultats dans les CN 
céphaliques confirment que cette hypothèse d’un rôle de MMP14 via MMP2 dans les CN n’est 
pas la bonne, car nous avons observé que le rôle de MMP14 dans les CN est indépendant de 
sa fonction catalytique (figure 21). Une alternative pour l’activation de MMP2 chez le poulet 
pourrait être MMP15/MT2-MMP. Il a été montré que MMP15 peut activer MMP2 de façon 
indépendante de TIMP2 (Morrison et al., 2001), et MMP15 est retrouvée dans les CN de poulet 





 Nous avons montré qu’en plus de l’activité catalytique, le domaine cytoplasmique n’est 
pas nécessaire à la fonction de MMP14 dans les CN céphaliques (figure 23). Pour l’instant, 
nous ne savons pas si cela est le cas aussi dans les CN troncales. Des expériences de sauvetage 
de la perte de fonction avec les formes inactives (Cat et EA) seront nécessaires pour répondre 
à cette question. Cependant, nos expériences de gain de fonction avec les différentes formes 
de MMP14 indiquent que l’activité catalytique n’est pas requise pour l’induction des défauts 
de polarité dans le neuroépithélium. 
 Au cours de la TEM des cellules cancéreuses prostatiques, MMP14 est requise pour 
cliver l’E-cadhérine, induire l’expression de Wnt5a un facteur pro-TEM et cela via son activité 
catalytique et son domaine hémopexine (Cao et al., 2008). Egalement, MMP14 peut induire la 
migration de lignées cellulaires sur de la fibronectine via son domaine catalytique et son 
domaine hémopexine. Par contre l’activité catalytique n’est pas requise pour la migration des 
cellules. Via ces deux domaines, MMP14 induit l’activation de la petite GTPase Rac1 (Cao et 
al., 2004). Les auteurs n’ont pas décrit le mécanisme permettant l’activation de Rac1 mais ont 
proposé que cela passe par l’interaction de MMP14 avec un cofacteur. Dans ces deux cas, une 
fonction non-catalytique dépendante du domaine extracellulaire est nécessaire au rôle de 
MMP14. Dans les CN céphaliques, une fonction non-catalytique semble également nécessaire 
à la TEM (figure 23). Le domaine catalytique pourrait interagir avec un cofacteur permettant 
l’activation d’une voie de signalisation en aval. Pour l’instant nous n’avons aucune idée du 
cofacteur de MMP14 dans les CN céphaliques. Ce cofacteur pourrait être aussi bien sécrété 
que membranaire. La liaison du facteur sécrété pourrait inhiber son activité, ou participer à sa 
présentation à son récepteur dans les CN. Un cofacteur membranaire pourrait également 
participer au changement de localisation de MMP14 observé lors de la TEM (figure 21, 37). 





nécessaire à la localisation de MMP14 au niveau des lamellipodes au cours de la migration 
(Mori et al., 2002). Il serait donc intéressant de déterminer quel facteur s’associe avec MMP14 
lors de la TEM des CN par protéomique, et chercher peut-être un facteur connu dans la 
régulation des voies de signalisation impliquées dans les CN, comme la voie BMP, ou Wnt, ou 
dans le transport des protéines à la membrane.  
Le rôle de MMP14 dans la TEM, de façon indépendante de son activité catalytique, 
semble spécifique au poulet. Dans l’équipe, nous étudions également le rôle de MMP14 dans 
les CN de Xenopus laevis (XL). Les travaux de l’équipe ont montré que XL-MMP14 est exprimée 
par les CN de xénope pendant la délamination et la migration des CN (figure 49).  
 
Figure 49 : Patron d’expression de MMP14 dans l’embryon de xénope.  
A. Photo en vue dorsale d’un embryon de xénope au stade 14. B. Photo en vue antérieur d’un embryon 
de xénope au stade 19. C. Photo en vue latéral d’un embryon de xénope au stade 25. Sur le zoom, nous 
pouvons observer les crêtes neurales, de xénope en migration, positives pour le marquage MMP14. 
vo : vésicule otique.  
 
Le départ des CN chez le xénope est assez différent de celui des CN de poulet. Les CN 
de xénope se séparent du tube neural avant la fermeture de celui-ci et gardent un caractère 
épithélial (Theveneau and Mayor, 2012). Elles partent ensuite en migration tout en diminuant 





morpholino contre MMP14 entraine une diminution de la distance de migration des CN, qui 
restent dans la partie dorsale de l’embryon (figure 50). Ces résultats suggèrent que MMP14 
est nécessaire à la migration des CN de xénope in vivo. Des expériences de sauvetage 
montrent que l’activité catalytique est indispensable au rôle de MMP14 dans les CN de xénope 
(figure 50). In vitro, les CN ayant reçu le morpholino contre MMP14 ou traitées avec le 
NSC405020 migrent, mais ne se dispersent pas, indiquant un problème de TEM (figure 51). 
Cette différence d’action peut s’expliquer par des mécanismes distincts de TEM et de 
migration entre les CN de poulet et de xénope. Par exemple, lors du départ en migration des 
CN chez le xénope l’E-cadhérine est perdue, ce qui permet un changement de polarité et une 
redistribution de l’activité de Rac1 (Scarpa et al., 2015). Pendant la migration, la N-cadhérine 
est fortement exprimée alors que les restes d’E-cadhérine sont impliqués dans l’adhérence au 
substrat (Huang et al., 2016; Theveneau et al., 2010). La N-cadhérine est requise pour le 
phénomène de CIL au cours de la migration des CN, et une surexpression de N-cadhérine 
entraine un défaut de migration des CN similaire à celui observé avec le morpholino pour 
MMP14 chez le xénope (Theveneau et al., 2010). MMP14 peut cliver l’E-cadhérine dans des 
cellules cancéreuses du sein (Rozanov et al., 2004) et entraine la perte de N-cadhérine dans 
des cellules du rein (Covington et al., 2006). Donc au cours de la migration, MMP14 pourrait 
être nécessaire pour maintenir une quantité de N-cadhérine suffisante à la migration des CN 






Figure 50 : MMP14 est nécessaire à la migration des crêtes neurales de xénope de façon dépendante 
de son activité catalytique.  
A. Photos en vue latérale d’embryons injectés avec le Mo contrôle à 32ng, le Mo MMP14 à 32ng, le 
Mo MMP14 + MMP14 de poisson zèbre à 1,2 ng et le Mo MMP14 + MMP14-E/A de poisson zèbre à 
1,2 ng. B. Graphique représentant la distance de migration des crêtes neurales normalisée par la 
condition Mo contrôle à 16ng. 42 embryons Mo contrôle à 16ng, 100 embryons Mo MMP14 à 16ng, 
55 embryons Mo contrôle à 32ng, 123 embryons Mo MMP14 à 32ng, 69 embryons Mo + MMP14zf à 
32ng et 66 embryons Mo + MMP14zf-EA à 32ng. Les barres d’erreur correspondent aux écart-types. 




Figure 51 : L’inhibition de MMP14 entraine un défaut de dispersion des crêtes neurales de xénope 
en culture.  
Photo d’explant de crêtes neurales des xénopes traités avec le DMSO ou le NSC405020 à 0.5mM. Les 
crêtes neurales se dispersent en présence de DMSO ce qui n’est pas le cas avec le NSC. Les crêtes 






Le changement de localisation de MMP14 peut-il être  un mécanisme crucial dans le contrôle 
de la polarité apico-basale lors de la TEM ?  
Nous avons montré par immunofluorescence que la localisation de MMP14 change au 
cours de la TEM, qui passe d’une localisation apicale à une localisation basolatérale tout 
comme d’autres marqueurs apicaux tels que PCM1 (figure 21, 32, 37). Dans les pertes de 
fonction MMP14, nous n’observons plus de changement de localisation de PCM1, qui reste 
apical, et les CN ne quittent plus le tube neural (figure 33). Ces résultats suggèrent que MMP14  
est nécessaire au changement de polarité apico-basal lors de la TEM. Lors des surexpressions 
de MMP14 dans la partie ventro-médiale du neuroépithélium, sa localisation est perturbée 
avec une localisation tout le long de l’axe apico-basal (figure 44) où elle est normalement 
restreinte en apical (figure 37). Ces surexpressions entrainent des mitoses ectopiques en basal 
indépendamment de son activité catalytique, de son domaine catalytique et de son domaine 
cytoplasmique. Des mitoses ectopiques en basal sont aussi observées lors de la surexpression 
de Par3. La surexpression de Par3 entraine une déstabilisation de la polarité apico-basale et 
également un défaut de N-cadhérine. Cette étude suggère que la bonne localisation des 
mitoses dans le neuroépithélium est en lien avec le maintien de la polarité apico-basale et des 
adhérences cellulaires (Afonso and Henrique, 2006). Donc, dans notre cas, les  mitoses 
ectopiques que nous observons avec la surexpression de MMP14 pourraient être la 
conséquence d’un défaut de polarité. Par contre, nous n’observons pas de défauts de N-
cadhérine, donc MMP14 agirait sur la polarité apico-basale de façon indépendante de Par3 et 
de N-cadhérine. Le changement de localisation de MMP14 pourrait entrainer la perte de 
polarité apico-basale nécessaire à la TEM des CN. Il faudrait confirmer cela en réalisant un 
marquage pour PCM1 lors de la surexpression de MMP14. Nous pouvons imaginer que 





TEM, le changement de localisation de MMP14 entraine également le changement de 
localisation du facteur et la perte de la polarité apico-basale. Une autre hypothèse serait que 
MMP14 en basolatéral induit l’activation d’un facteur en se liant à lui, et entraine la perte de 
la polarité apico-basale. Dans ces deux hypothèses, le changement de localisation est crucial 
pour la fonction de MMP14, et il serait intéressant de vérifier cela en faisant en sorte de 
bloquer MMP14 en apical lors des expériences de sauvetage des pertes de fonction ou en 
surexpression dans le neuroépithélium.  
 La localisation basale de certaines mitoses dans le neuroépithélium lors de la 
surexpression de MMP14 pourrait être la conséquence d’un effet sur les mouvements 
interkinetiques. Dans le neuroépithélium, les noyaux se déplacent du pôle apical au pôle basal 
selon le cycle cellulaire. Ils sont en apical en mitoses, partent en basal en G1, restent en basal 
lors de la phase S et retournent en apical G2 (Spear and Erickson, 2012). Ces mouvements des 
noyaux sont sous le contrôle des microtubules et de l’actine. Le contrôle des mouvements 
interkinétiques est encore source de débat, mais il a été proposé que le mouvement en basal 
se fait principalement passivement. Par contre, le mouvement du basal vers l’apical se fait via 
les microtubules, et l’actine permet la rotation du noyau avant la mitose (Spear and Erickson, 
2012). Nous pouvons imaginer que MMP14 régule les mouvements interkinétiques et que sa 
surexpression dans le neuroépithélium les affecte. Pour vérifier cela, il faudrait suivre les 
mouvements des noyaux lors de la surexpression de MMP14 en réalisant de la 
vidéomicroscopie sur des tranches d’embryon. Si c’est le cas, MMP14 pourrait réguler les 
mouvements interkinétiques via le contrôle de l’actine ou des microtubules. MMP14 régule 
via son domaine cytoplasmique les petites GTPase Rho impliquées dans le contrôle du 
cytosquelette d’actine. Le domaine cytoplasmique phosphorylé au niveau de la tyrosine 573  





2010). Egalement, MMP14 recrute la protéine p27F-Rho qui bloque l’effet négatif de p27kip1 
sur RhoA et Rac1 (Hoshino et al., 2009). Cependant, nous observons des mitoses ectopiques 
avec la forme sans domaine cytoplasmique invalidant l’hypothèse d’un contrôle direct des 
petites GTPases par MMP14. MMP14 est également localisée au niveau du centrosome 
(Remacle et al., 2005). MMP14 clive la protéine péricentrine ce qui entraine l’instabilité 
chromosomique et l’aneuploïde de cellules non tumorales du sein, et cela est dépendant de 
l’activité catalytique (Golubkov et al., 2006). Dans notre cas, l’activité catalytique n'est pas 
nécessaire à l’apparition de mitoses ectopiques, donc la surexpression MMP14 ne doit pas 
entrainer le clivage de la péricentrine. Par contre, il se pourrait que MMP14 lie quand même 
la péricentrine, bloque son action ou entraine sa localisation au niveau basal des cellules. Ceci 
pourrait entrainer la déstabilisation des centrosomes et des microtubules. Il serait donc 
intéressant de vérifier si MMP14 peut être localisée au niveau du centrosome, et si la perte 
ou la surexpression de MMP14 entraine une déstabilisation des microtubules.  
 Il serait aussi intéressant de découvrir le mécanisme qui permet ce changement de 
localisation de MMP14. Dans les tubules des cellules Madin-Darby Canine Kidney (MDCK), il a 
été montré qu’à l’extrémité des tubules, MMP14 est localisée en basal au contact avec la 
matrice pour la dégrader. A l’arrière des tubules, où il n’y a pas dégradation de la matrice, 
MMP14 est localisée dans la partie apicale des cellules. Le changement de localisation d’apical 
à basal est dépendant de la MT-LOOP et du domaine hémopexine, et est induit par le 
traitement au HGF et au TGF- à faible dose (Weaver et al., 2014). Nous pouvons imaginer 
que la voie BMP, qui fait partie de la famille TGF- et qui est requise à la TEM (Sela-Donenfeld 
and Kalcheim, 1999), régule la localisation de MMP14 au cours de la TEM des CN. Pour tester 
cette hypothèse, il faudrait bloquer la voie BMP et voir si cela impacte la localisation de 





de MMP14 et à son recyclage à la membrane. Lors de la TEM, le recyclage de MMP14 pourrait 
être dirigé préférentiellement au niveau du compartiment basal. Cela pourrait se faire via un 
facteur s’associant directement avec MMP14, ou par les protéines Rab connues pour être 
impliquées dans le transport vésiculaire de MMP14 (Bravo-Cordero et al., 2007; Wiesner et 
al., 2013). La localisation de MMP14 au niveau des invadopodes dans les cellules du cancer du 
sein, suite à son internalisation, nécessite sa phosphorylation par les protéines LIMK. Les 
protéines LIMK se lient au niveau de la séquence DKV de sa queue cytoplasmique et 
phosphoryle la tyrosine 573 (Lagoutte et al., 2016). Les protéines LIMK sont nécessaires à la 
dé-épithélisation des CN troncales. La cadhérine-6B qui s’associe avec le récepteur BMP II, 
entraine l’activation des LIMK qui inhibent la cofiline et perturbent la dynamique du 
cytosquelette (Park and Gumbiner, 2012). Dans les CN il se pourrait que les LIMKs 
phosphorylent MMP14 entrainant son changement de localisation en basal. Par contre, la 
tyrosine 573 et la séquence DKV sont mutées chez la MMP14 de poulet (Yang et al., 2008), ce 
qui remet en question cette hypothèse, mais les LIMK pourraient se lier différemment et 
phosphoryler un autre résidu de MMP14 comme la sérine 577. Il faudrait tester si le domaine 
cytoplasmique de MMP14 de poulet peut être phosphorylé sur d’autres acides aminés. 
Egalement, nos résultats de sauvetages et de surexpressions montrent que le domaine 
cytoplasmique n’est pas nécessaire à la fonction de MMP14. Mais dans ces deux cas, les 
cellules expriment une quantité importante de MMP14, ce qui pourrait saturer le système et 
contribuer à une localisation basale des différentes formes de MMP14. Il serait intéressant de 
regarder la localisation des différentes formes à des concentrations plus faibles. De plus, la  
queue cytoplasmique de MMP14 est nécessaire à l’internalisation de MMP14 (Jiang et al., 
2001). Dans nos expériences de surexpression, la forme Cyto de MMP14 entraine un 





pourrait s’expliquer par un défaut d’endocytose entrainant une accumulation de MMP14 à la 
membrane. 
Comment MMP14 régule-t-elle la cadhérine-6B ? 
 La cadhérine-6B doit être perdue au moment de la TEM des CN céphaliques (Coles et 
al., 2007). Cette perte se fait par une répression transcriptionnelle directe par Snail2 (Taneyhill 
et al., 2007) et par un contrôle post-traductionnel via le clivage de cadhérine-6B par les 
ADAM10 et 19 (Schiffmacher et al., 2014). Nos résultats suggèrent que MMP14 est impliquée 
dans la régulation de l’expression de cadhérine-6B lors de la TEM des CN céphaliques (figure 
29). Dans les macrophages, il a été montré que MMP14 peut être relocalisée dans le noyau 
pour réguler l’expression de la Pi3kinase via une liaison directe à l’ADN (Shimizu-Hirota et al., 
2012). Cependant, en immunofluorescence nous n’avons jamais observé MMP14 dans le 
noyau des CN, rendant peu probable une régulation directe de l’expression de cadhérine-6B 
par MMP14. Pour aller plus loin, il faudrait réaliser des extraits nucléaires et analyser la 
présence de MMP14 par western blot ou spectrométrie de masse. Snail2 étant un répresseur 
direct de Cadhérine-6B, le maintien de Cadhérine-6B dans les pertes de fonction MMP14 
aurait pu être dû à une perte de Snail2. Cependant, la perte de MMP14 n’entraine pas une 
réduction de l’expression de Snail2 mais une expansion de son domaine d’expression. Il 
faudrait aussi tester si MMP14 peut contribuer au clivage de la cadhérine-6B (Schiffmacher et 
al., 2014). Pour cela il faudrait vérifier par western blot la présence des fragments clivés N-
terminal et C-terminal. Si c’est le cas, vu que la fonction catalytique n’est pas requise, nous 
pouvons proposer une régulation de ce clivage via l’association de MMP14 avec les ADAM10 
et 19.  Il a été montré que MMP14 et les ADAMs interagissent ensemble pour réguler leurs 





co-immunoprécipitation seront nécessaires pour confirmer si MMP14 et les ADAM10 et 19 
peuvent s’associer.  
Comment MMP14 régule-t-elle les adhérences à la matrice ? 
 Nos résultats dans les CN céphaliques montrent que MMP14 n’est pas requise pour 
l’expression de l’intégrine 3, qui est exprimée au moment de la migration des CN (figure 29) 
(Pietri et al., 2003). Pourtant, nous observons un défaut d’activation des adhérences focales 
avec une diminution du marquage phospho-paxilline (figure 35). Dans les cellules 
endothéliales, MMP14 s’associe avec les intégrines 1 et 3  (Gálvez et al., 2002) et également 
permet l’activation de l’intégrine V (Deryugina et al., 2002; Ratnikov et al., 2002). Cette 
activation de l’intégrine V est dépendante de l’activité catalytique de MMP14, et donc ne 
doit pas être un mécanisme d’action de MMP14 lors de la TEM des CN céphaliques. Dans les 
cellules endothéliales, MMP14 est associée avec l’intégrine 1 au niveau des adhérences 
cellule-cellule, puis avec l’intégrine 3 au niveau des adhérences cellule-matrice suite à une 
blessure (Gálvez et al., 2002). L’association de MMP14 avec ces différentes intégrines pourrait 
agir sur leur localisation et sur l’activation des adhérences à la matrice lors de la TEM. Il serait 
intéressant de regarder si la localisation des intégrines est perturbée lors de la perte de 
MMP14. Dans les CN troncales en culture in vitro, l’ajout de manganèse, un activateur des 
intégrines, ne sauve pas le défaut de TEM observé suite au traitement avec l’inhibiteur 
NSC405020 (figure 48). Ces résultats suggèrent que MMP14 n’est pas requise dans l’activation 
des intégrines lors de la TEM des CN troncales. Dans les CN céphaliques, il faudrait tenter de 
sauver le phénotype de délamination par une activation des intégrines. Réciproquement, il 






MMP14 n’est pas suffisante pour induire une TEM ectopique dans l’embryon de poulet. 
 Bien que les surexpressions de MMP14 entrainent des mitoses ectopiques dans la 
partie troncale, nous n’avons jamais observé de perturbation massive de l’organisation du 
neuroépithélium. Il n’y a aucune dégradation ectopique de la lame basale, ni de perte des 
jonctions cellulaires, ni de forte accumulation de noyaux dans la partie basale de l’épithélium 
qui serait le signe d’un détachement apical (figure 42). Cette absence de phénotype peut 
s’expliquer par la présence de TIMP3, un inhibiteur de MMP14 (Will et al., 1996), exprimé par 
la notochorde et par le tube neural qui pourrait inhiber MMP14 dans le tube neural. Pour 
tester cela, il faudrait réaliser une perte de fonction de TIMP3 dans le tube neural et voir dans 
ce cas si la surexpression de MMP14 entraine une TEM ectopique des cellules du 
neuroépithélium. Le TIMP3 de la notochorde pourrait également avoir un effet d’inhibition 
même si nous ne connaissons pas sa portée d’action. Dans les études où MMP14 a été 
montrée comme participant à la TEM, les cellules utilisées sont en général des cellules de 
lignées cancéreuses qui ont peut-être déjà un profil génétique pro-TEM (Cao et al., 2008; Li et 
al., 2015; Pang et al., 2016; Yan et al., 2015; Yang et al., 2013). Dans le cas de son expression 
dans les cellules Madin-Carby Canine Kidney (MDCK) qui sont injectées chez une souris 
immunodéficiente, MMP14 entraine la formation de tumeurs épithéliales mais elles ne 
présentent pas de défaut d’organisation de l’épithélium (Soulié et al., 2005). Donc il semblerait 
qu’un contexte particulier soit nécessaire pour que MMP14 entraine la TEM. Le 
neuroépithélium n’est peut-être pas compétent à répondre à la surexpression de MMP14.  
Pour aller plus loin, il faudrait tester si les cellules du neuroépithéloum, qui ont acquis des 
caractéristiques de CN suite à la surexpression de sox9 (Cheung et al., 2005), sont capables de 





Comment MMP14 est-elle nécessaire à la migration des crêtes neurales ? 
Nous avons également observé un rôle de MMP14 dans la migration des CN troncales. 
Dans l’embryon, la perte de MMP14 et sa surexpression entrainent respectivement une 
diminution et une augmentation de la distance de migration des CN troncales (figure 45, 46). 
Ce phénotype peut être la conséquence d’un rôle direct de MMP14 sur la migration ou la 
conséquence du défaut de TEM observé précédemment. La perte de MMP14 n’entraine peut- 
être pas un arrêt complet de la TEM mais seulement un retard. Les CN avec la perte de MMP14 
pourraient sortir avec un délai, et donc présenteraient une distance de migration plus courte 
que les CN contrôles au moment de l’analyse. Pour tester cette hypothèse, il faudrait réaliser 
de la vidéomicroscopie sur tranche d’embryon ou sur culture de CN. Pour étudier 
spécifiquement le rôle de MMP14 dans la migration in vivo, l’utilisation d’un vecteur siRNA 
inductible pourrait être une solution afin de laisser les CN délaminer avant de bloquer 
l’expression de MMP14.  
Le traitement des cellules en culture avec l’inhibiteur NSC405020 suggère un rôle de 
MMP14 dans l’adhérence à la matrice. En effet, avec l’inhibition nous avons observé une 
diminution des adhérences focales à 2 et 16 heures de traitement (figure 47). Cet effet sur les 
adhérences semble passer par une action de MMP14 sur les intégrines, car nous avons pu 
sauver le phénotype avec du manganèse, un activateur des intégrines. Egalement, l’inhibition 
de MMP14 entraine une diminution de l’étalement des CN (figure 47). Ce phénotype peut être 
la conséquence des défauts des adhérences des cellules, mais également la conséquence 
d’une fonction directe de MMP14 sur la morphologie des cellules via le cytosquelette. 
Cependant, nos résultats sur les adhérences focales sont en contradiction avec une autre 





du fibrosarcome humain HT1080 sur de la fibronectine, MMP14 favorise la diminution des 
adhérences focales entrainant une augmentation de la migration (Takino et al., 2006). 
L’activité catalytique de MMP14 est requise, car l’utilisation de l’inhibiteur BB-94 ou 
l’expression de la forme de MMP14 sans domaine catalytique, un dominant négatif de 
l’activité catalytique, entraine une augmentation des adhérences focales. Dans ces cellules 
MMP14 est nécessaire pour cliver la fibronectine et diminuer ainsi les adhérences à la matrice 
(Takino et al., 2006). Dans notre cas, nous ne savons pas si MMP14 est impliquée dans la 
dégradation de la fibronectine lors de la migration. Il faudrait vérifier que MMP14 dans les CN 
puisse dégrader la fibronectine et si l’inhibition avec le NSC405020 induit une diminution de 
la dégradation. Dans les cellules cancéreuses du sein ou du gliome, MMP14 active l’intégrine 
V en clivant sa forme immature. Ce clivage de l’intégrine V par MMP14 permet sa 
maturation et augmente l’adhérence au substrat, la migration et la signalisation « outside-in » 
avec une augmentation de la phosphorylation de FAK (Deryugina et al., 2002; Ratnikov et al., 
2002). La phosphorylation de FAK entraine son activation et la formation des adhérences 
focales avec la phosphorylation de paxilline, et le recrutement des différents composants des 
adhérences (Maziveyi et al., 2015). L’intégrine V est exprimée par les CN troncales et est 
nécessaire dans l’adhérence à la fibronectine (Delannet et al., 1994; Desban and Duband, 
1997). Au vu de ces connaissances, une autre hypothèse serait que MMP14 est nécessaire à 
l’activation de l’intégrine V des CN troncales pour former les adhérences à la matrice. Pour 
confirmer cette hypothèse il faudrait tester si MMP14 peut cliver l’intégrine V dans les CN 
de poulet. Si c’est le cas nous pourrions regarder si l’inhibition de MMP14 induit une 
diminution du clivage de l’intégrine et une diminution de la phosphorylation de FAK. 





la migration. Il faudra donc réaliser les pertes de fonction avec les siRNA, le morpholino et 
faire des expériences de sauvetages avec les différentes formes de MMP14.  
 
Quel est le rôle de MMP14 dans les autres tissus de l’embryon de poulet ? 
Nous avons également observé une expression de MMP14 au niveau des somites. Les 
somites se forment à partir du mésoderme présomitique. Le mésoderme présomitique 
devient épithélial pour former un somite, qui ensuite réalise la TEM pour se dissocier en 
dermomyotome et sclérotome (Kalcheim, 2015). L’expression de MMP14 est dynamique lors 
des différentes étapes de formation du somite. Les cellules mésenchymateuses du 
mésoderme présomitique expriment peu MMP14, son expression est fortement augmentée 
dans le somite épithélial. Dans le somite dissocié, MMP14 est fortement exprimée dans le 
dermomyotome qui est resté épithélial et elle est faiblement exprimée dans le sclérotome 
devenu mésenchymateux (figure 52). Des résultats préliminaires de l’équipe montrent que la 
perte de MMP14 entraine un retard dans la formation des somites. Le patron d’expression et 
les pertes de fonction suggèrent que MMP14 est requise à l’épithélialisation des somites. 
L’épithélialisation du mésoderme présomitique au somite épithélial nécessite la formation 
d’une matrice dense de fibronectine (Rifes and Thorsteinsdóttir, 2012). MMP14 peut cliver la 
fibronectine mais il a été montré qu’elle bloque l’assemblage de la fibronectine favorisant  le 
détachement et la migration cellulaire (Takino et al., 2011). Donc MMP14 ne participerait 
peut-être pas à l’assemblage de la matrice de fibronectine nécessaire au développement des 
somites. Des expériences complémentaires sont nécessaires pour déterminer la fonction de 






Figure 52 : Patron d’expression de MMP14 au cours du développement des somites.  
A. Photo dorsale de la partie postérieure d’un embryon entier au stade HH13. B-D. Coupes 
transversales au niveau du mésoderme pré-somitique (B), du somite épithélial (C) et du somite 
différencié (D). tn : tube neural, n : notochorde, e : épiderme. 
 
Egalement nous avons observé une expression de MMP14 dans le tube neural qui ne 
réalise pas de TEM. Nous pouvons donc nous demander à quoi peut servir MMP14 dans le 
neuroépithélium. Une étude chez le xénope a montré que MMP14 est nécessaire à la 
migration des cônes de croissance des neurones du tube neural (Santiago-Medina et al., 
2015). Il se peut alors que la localisation de MMP14 change au moment où les neurones du 
tube neural projettent leurs axones en dehors du tube neural. Pour confirmer cette 
hypothèse, il faudrait tester si la perte de MMP14 dans le neuroépithélium peut affecter la 
migration des neurones. L’expression dans le tube neural est progressive, elle augmente au 
cours du temps (figure 52). L’expression de MMP14 est forte dans la notochorde et augmente 
de ventral à dorsal dans le tube neural au cours du temps. Ce patron d’expression est similaire 
à celui de sonic-hedgehog (shh), qui est nécessaire à la mise en place des populations de 
progéniteurs ventraux du tube neural (Danesin and Soula, 2017).  Il a été montré récemment 
que l’expression de TIMP3 était sous le contrôle de desert hedgehog, un autre ligand de la 





regarder si shh régule l’expression de TIMP3 et/ou MMP14 dans le tube neural. Nous pouvons 
donc imaginer que MMP14 et TIMP3 participent à l’organisation des différentes populations 
de progéniteurs au sein du tube neural. Nous avons des résultats préliminaires qui montrent 
que la perte de MMP14 à des stades précoces du développement du tube neural entraine des 
défauts de la zone du marqueur des motoneurones et des oligodendrocytes Olig2 (Danesin 
and Soula, 2017). Par contre, lorsque la perte de fonction est effectuée à des stades plus 
tardifs, aucun effet n’est observé. Ces résultats suggèrent un rôle de MMP14 dans la mise en 
place des progéniteurs du tube neural mais pas dans leur maintien. Ces résultats sont à 
confirmer et il serait intéressant également de tester l’impact d’une perte de TIMP3 sur le 
patterning du tube neural. 
En conclusion, l’ensemble de ce travail a permis de mettre en évidence l’implication de 
MMP14 dans les TEM et la migration des CN de poulet. MMP14 est nécessaire à la TEM via 
une fonction indépendante de son activité catalytique. Les fonctions non catalytiques de 
MMP14 sont assez rares et  restent encore peu connues, les CN de poulet sont donc un bon 
modèle pour étudier ces fonctions de MMP14 in vivo. Par ailleurs, nous avons montré que 
MMP14 est exprimée dans d’autres tissus dans l’embryon de poulet. Le rôle de MMP14 dans 
le développement est peu connu, car souvent délaissé du fait de l’absence de phénotype 
marqué à la naissance des souris KO pour MMP14 (Holmbeck et al., 1999; Zhou et al., 2000), 
qui peut s’expliquer par une redondance de fonctions entre les MMPs. Les résultats de cette 
thèse serviront de base à l’approfondissement des connaissances sur les fonctions non-
canoniques de MMP14 dans la TEM, la migration et possiblement d’autres phénomènes 
comme le patterning ou la stabilité des épithéliums.




Matériels et Méthodes 
Incubation et prélèvement des embryons. 
Les œufs sont incubés couchés à 38°C jusqu’aux stades désirés en se basant sur la table de 
développement de Hamburger et Hamilton (Hamburger and Hamilton, 1951). Pour le prélèvement, un 
trou est percé au niveau de la chambre à air et de l’albumine est retirée (environ 2mL). La coquille est 
ouverte avec des ciseaux courbes, le disque embryonnaire est prélevé et transféré dans du phosphate 
buffer saline (PBS, Sigma D1408). Les tissus extra-embryonnaires sont disséqués pour ne garder que 
l’embryon.  
Electroporation. 
Les œufs sont fenêtrés puis un mélange de PBS et d’encre de chine est injecté sous le disque 
embryonnaire pour visualiser plus facilement l’embryon. Ensuite une solution contenant le plasmide 
d’intérêt et un mélange FastGreen 0.1%/sucrose 12% est injectée dans la lumière du tube neural grâce 
à un capillaire en verre. Les électrodes sont positionnées le long de l’embryon et un train de chocs 
électriques est appliqué (7 pulses de 80ms à 25V à une fréquence de 5Hz) pour faire rentrer l’ADN dans 
les cellules. Quelques gouttes de PBS contenant des antibiotiques (pénicilline et streptomycine) sont 
déposées sur l’embryon avant de refermer la fenêtre et de le remettre à incuber jusqu’au stade désiré. 
Les scrambled 01 et 02, les siRNA 01 et 02, les différentes formes de MMP14 couplé à la m-cherry ou 
à la GFP en C-terminal (figure 22B) ont été électroporés à 1.5µg/µl. Les morpholinos ont été 
électroporé à 0,5mM. 
Les séquences des scrambleds, siRNA, morpholinos sont les suivantes :  
Scrambled01 séquence : 5’ ACGGACTAGCTAAGGACGG 3’ 
SiRNA01 séquence : 5’ GGAAGTGTCGACCCGGAAA 3’ 
Scrambled02 séquence : 5’ GCATCGTAATGCGCGAGTCAT 3’ 
SiRNA01 séquence : 5’ AAGGACGGCAAGTTCGTCTTC 3’ 
Morpholino contrôle: 5’ CCT CTT ACC TCA GTT ACA ATT TAT A 3’ 
Morpholino 5Mismatch: 5’ CCGCACCCCGACACCTTCAAGA 3’ 
Morpholino MMP14: 5’ CCCCAGCCCCACACCTTGAACA 3’ 
Hybridation In situ. 
Les embryons sont fixés en paraformaldéhyde (PFA, Electron microscopy science 15710) à 4% 
sur la nuit à 4°C.  Le lendemain ils sont déshydratés en bains de PBS 0.1% tween 20 (PBT) contenant 
des pourcentages croissants de Méthanol (MetOH 25%, 50% et 75%) pour finir dans du MetOH 100% 
et conserver à -20°C. Les embryons sont ensuite réhydratés en suivant des bains de MetOH 
décroissants (75%, 50% et 25%) puis incubés en PBT/H202 (Sigma 95321) 6% pendant une heure à l’abri 
de la lumière. Ils sont post-fixés en PFA 4% Glutaraldéhyde 0,2% (Sigma G6403) pendant 20 minutes 
et lavés en PBT. Ils sont ensuite incubés une heure en tampon d’hybridation à 70°C avant d’être incubés 
avec la sonde couplée à la digoxigénine en tampon d’hybridation à 70/75°C sur la nuit. Le lendemain 
ils sont rincés à 70°C en Formamide/SSC20X/Tween20, puis ils sont traités à la RNAseA et rincés en 
Formamide/SSC20X à 65°C. Ils sont ensuite lavés en Tris Buffer Saline Tween 0.1% (TBST) puis incubés 
au moins une heure en TBST/sérum 10% (Newborn Calf Serum Sigma 9002-93-1) et enfin ils sont laissés 
sur la nuit à 4°C avec l’anticorps anti-digoxigénine couplé à la phosphatase alcaline (1/2000, Roche 
11093274910). Ils sont ensuite lavés sur la journée en TBST 1% puis rincés en NTMT (NaCL 1mM, Tris 
HCL pH 9,5 1mM, MgCl2 1mM et Tween 20 0.1%) et incubés à l’abri de la lumière dans un mélange de 




NTMT, de NBT (Proméga S380C) et de BCIP (Proméga S381C). La réaction est ensuite stoppée par 
plusieurs lavages en PBT. 
Les séquences des sondes et les amorces pour leur synthèse sont les suivantes :  
MMP14 R4F4  
Amorce Sens (S): 5’ GACGGCGGCTTCGATACCA 3’ 









MMP14 R2F2  
Amorce S: 5’ GTCACGACGTGTTCCTGGT 3’ 







MMP14 R7F7  
Amorce S: 5’ GGAAGTGTCGACCCGGAAA 3’ 








Amorce S: 5’ TCAGCTGGAGAGTAGTGGCT 3’ 













TIMP2 et TIMP3 (Cantemir et al., 2004), snail2 (Nieto et al., 1994), sox10 (Cheng et al., 2000), FoxD3 
(Kos et al., 2001), ets-1 (Vandenbunder et al., 1989), intégrine-3 (Pietri et al., 2003), cadhérine-6B et 
cadhérine-7 (Nakagawa and Takeichi, 1995). 
Synthèse de sonde marquée digoxigénine pour hybridation in situ 
Dans le cas où la séquence de la sonde est contenue dans un plasmide, 10µg de plasmide sont 
linéarisés avec une enzyme de restriction. Le plasmide linéarisé est récupéré dans du Phenol-
Chloroform-Isoamyl puis précipité. Le culot est lavé en EtOH 70% et resuspendu dans de l’eau. La 
transcription se fait avec 1µg de plasmide linéarisé ou de produit PCR contenant un promoteur T3, T7 
ou SP6. L’ADN est mélangé avec l’ARN polymérase T3, T7 ou SP6, avec des dNTP et d’uraciles couplés 
à la digoxigénine. Le mélange est incubé à 37°C pendant deux heures. Ensuite, un traitement à la 
DNAase RQ1 (Promega M610A) est réalisé pour dégrader l’ADN linéarisé. L’ARN est ensuite précipité 
en solution de chlorure de lithium à 4°C et culoté par centrifugation. Enfin, le culot est lavé en EtOH 
70% et resuspendu en tampon d’hybridation. 
Génération des différentes formes mutantes de MMP14 
La séquence ADN de MMP14 a été synthétisée avec une optimisation de codon pour réduire 
la proportion de GC (Integrated DNA Technologies). Les formes mutantes ont été obtenues par des 
stratégies de PCR en utilisant la séquence de MMP14 optimisée et ont été sous-clonées dans le vecteur 
d’expression PCAGGS.  
La forme mutant E223A a été générée par 3 PCR avec les amorces suivantes :  
Sens 1: 5’GTGTGCCAGACCGGTTTGGG3’ 
Rev 1 :  5’GGGCATGGCCCAGtgCGTGCAAGGCGACAAG3’  
Sens 2: 5’CTTGTCGCCTTGCACGcaCTGGGCCATGCCC3’  
Rev 2: 5’TGCCGCATCGATGCTGTGGGGG3’ 
La forme sans domaine catalytique (CAT) :  
Sens 1: 5’CCGGAGCGCCGGCGGCTGTCGA3’  
Rev 1: 5’ttgggcccAATTGCGTACCTGCGTCTCCTAACG3’  
Sens 2: 5’acgcaattGGGCCCAACATGCCTCCCCCCGACC3’  
Rev 2: 5’TGCCGCATCGATGCTGTGGGGG3’ 
La forme sans domaine cytoplasmique (cyto) :  
Sens 1: 5’GTGTGCCAGACCGGTTTGGG3’  
Rev 1: 5’tgtaattctagaAAACCACAGGACCGCAGCCAGGAG 3’  
Les vecteurs d’expression ont été ensuite amplifiés en bactérie NEB 5-alpha Compètent E.coli et 
purifiées par Midiprep (kit QIAGEN Midiprep 12143). 
 
Inclusion en gélatine et coupe cryostat 
Après fixation en PFA4%, les embryons sont rincés en tampon phosphate (PB) avant d’être 
incubés sur la nuit à 4°C en PB/sucrose 15%. Le lendemain, ils sont incubés deux heures à 42°C en 
PB/sucrose 15%/gélatine 7,5% avant d’être placés dans une coupelle et recouverts de gélatine. Une 
fois la gélatine solidifiée, les blocs contenant les embryons sont orientés et taillés pour obtenir 




l’orientation désirée (transversale/longitudinale). Les blocs sont congelés à -70°C en isopentane, sont 
conservés à -70°C avant d’être détaillés en coupes de 14µm à 35µm au cryostat (Leica CM1950).  
Immunofluorescence sur coupes  
Les coupes sont incubées en PBS à 42°C pour enlever la gélatine avant d’être incubés 30 minutes en 
PBS/sérum 2%/Triton 1% (Sigma 9002-93-1). Elles sont ensuite incubées sur la nuit à 4°C en PBS/sérum 
2%/Triton 0.1% avec l’anticorps primaire, lavées en PBT, incubées avec les anticorps secondaire deux 
heures à température ambiante et montées en Mowiol. Les anticorps utilisés sont les suivant : MMP14 
polyclonal souris (1/500, voir partie production anticorps), N-cadhérine souris (1/250, DSHB 6B3), E-
cadhérine souris (1/250, BD Transduction Laboratories, 610181), PCM1 lapin (1/400, (Dammermann 
and Merdes, 2002)), phospho-paxilline lapin (1/400, Upstate 07-733), laminine souris (1/100, DSHB 
3H11), pH3 souris (1/1000, Cell Signaling MA312B), snail2 lapin (1/250, Cell Signaling C19G7), sox10 
lapin (1/200, Genetex, GTX128374), TFAP2 souris (1/400, DSHB 3B5), HNK1 souris (1/50, DSHB 1C10), 
Goat anti-Mouse 488 (1/1000, Molecular Probes), Goat anti-Mouse 555 (1/1000, Molecular Probes), 
Goat anti-Rabbit 647 (1/1000, Molecular Probes). Le contremarquage des noyaux est effectué avec du 
DAPI (1/1000, Sigma D9542). 
Culture en Cornish Pasty 
La technique de culture en Cornish Pasty, du nom du sandwich en pâte feuilleté, a été adaptée 
de Nagai (Nagai et al., 2011). Le disque embryonnaire est prélevé au stade HH7-8 et placé dans du 
milieu de culture Pannett-Compton. La membrane vitelline est enlevée délicatement pour n’avoir que 
le disque embryonnaire. Ensuite le disque embryonnaire est plié en deux, de sorte que l’embryon soit 
au niveau du pli face dorsale vers l’extérieur. La bordure du disque embryonnaire est coupée 
permettant de sceller le pasty. Les embryons sont ensuite placés dans du Pannett-Compton/albumine 
(1:2) contenant du DMSO (Gibco 61962-026) ou du NSC405020 (EMD Millipore, 444295) à 0,5mM. Les 
embryons sont incubés à 38°C jusqu’au stade désiré.  
Culture de Crêtes Neurales 
Les explants de tube neural sont mis en culture sur de la fibronectine. Pour cela une boite 8 
puits à fond plastique (IBIDI 80821) est recouverte de fibronectine (10g/mL, Sigma F1141) pendant 1 
heure à 37°C. L’excédent de fibronectine est enlevé par des lavages en PBS, les puits sont remplis de 
milieu de culture DMEM (Gibco 61962-026)/ sérum 10% / pénicilline et streptomycine 10 unités et la 
boite est conservée dans un incubateur (Thermo Heracell 150i) à 38°C ; 5% CO2 jusqu’à l’ajout des 
explants. Les explants sont prélevés sur des embryons au stade HH13 au niveau des 8 derniers somites. 
Les portions d’embryon sont traitées avec de la dispase  à 1U/mL (Stem Cell 07923) pendant 30 à 45 
minutes à 37°C ce qui aide à enlever l’ectoderme, les somites, la notochorde et l’endoderme avec des 
aiguilles de tungstène. Les tubes neuraux sont ensuite placés dans les puits avec au maximum quatre 
tubes neuraux par puit et mis dans l’incubateur à 38°C et 5% CO2. Pour le traitement de 16h avec le 
NSC405020 à 0.5mM, DMSO et le manganèse à 0.5mM, les explants de tube neural sont laissés une 
heure à adhérer à la fibronectine avant d’ajouter le DMSO, le NSC et le mélange NSC + manganèse 
dans les puits. Pour le traitement de 2 heures, le DMSO, le NSC et le mélange NSC + manganèse sont 
ajoutés après une nuit de culture des explants permettant au CN de sortir et de commencer à migrer. 
Pour les cultures de CN électroporées, les embryons sont électroporés en fin de matinée, incubés 2-3 
heures pour permettre l’expression de la GFP et la portion GFP positive est mise en culture dans du 
milieu contenant du sirDNA (1/500, SpiroChrome CHF280.00). 
Immunofluorescence sur cellule. 
Les cellules sont fixées 30 minutes en PFA4%, puis lavées en PBS avant d’être perméabilisées 5 minutes 
en PBS/Triton 0,2%. Elles sont incubées une heure en PBS/sérum 5% avant d’ajouter les anticorps 
primaires en PBS/sérum 5% deux heures à température ambiante. Les cellules sont lavées en PBS et 
incubées avec les anticorps secondaire en PBS pendant une heure à température ambiante. Les cellules 




sont lavées en PBS et montées en Mowiol. Les anticorps utilisés sont les suivant : phospho-paxilline 
lapin (1/400, Upstate 07-733), HNK1 souris (1/50, DSHB 1C10), Goat anti-Mousse 444 (1/1000, 
Molecular Probes), Goat anti-Rabbit 647 (1/500, Molecular Probes). Le marquage de l’actine est fait 
en utilisant la phalloïdine 555 (1/100, Molecular Probes) et le marquage des noyaux avec du DAPI 
(1/1000, Sigma D9542). 
Préparation des extraits protéiques et western-blot.  
La portion électroporée avec le scrambled01, siRNA01, le Mo5mismatch et le MoMMP14 est 
disséquée, traitée à la dispase 30-45 minutes à 37°C et le tube neural seul est récupéré dans du PBS. 
Les étapes qui suivent sont réalisées sur la glace. Le PBS est remplacé par du tampon de lyse (10mM 
Tris/Cl pH7,5, 150 mM NaCl, 0.5mM EDTA, SDS 0,1%, un cocktail d’anti-protéases), les tubes neuraux 
sont incubés pendant 30 minutes et toutes les 10 minutes ils sont lysés par des va et vient avec une 
seringue de 1ml et une aiguille G26. Le lysat est ensuite centrifugé pendant 10 minutes à 13000 
rotations par minute à 4°C. Le surnageant est récupéré est conservé à -80°C.  
Pour les Western Blot les extrait sont mélangés avec du loading buffer (126 nM  de Tris 0.5M pH6,8, 
glycérol 20%, -mercaptoéthanol 10%,SDS 4%, bleue de Bromophénol 0.1%) pour finir à 40% de 
loading buffer et sont chauffés à 90°C pendant 10 minutes. Ils sont ensuite déposés dans un gel (Biorad 
Mini-Protean TGX 4-15% 456-8084) et mis à migrer dans le système Biroad en tampon de migration 
(TG-SDS 1X) à 200V pendant une heure. Ensuite les échantillons sont transférés sur membrane de 
nitrocellulose avec le système biorad en tampon de transfert (TG-SDS 1X/éthanol absolu 20%) à 100V 
pendant une heure. La membrane est ensuite incubée dans du TBS /tween 0.05% /lait 10% pendant 
une heure avant d’ajouter  les anticorps primaires en TBS /tween 0.05% /lait 10% sur la nuit à 4°C. Le 
lendemain la membrane est lavée en TBS/tween 0.05% puis incubée avec l’anticorps secondaire une 
heure à température ambiante. La membrane est ensuite lavée puis incubée avec du ECL pour 
permettre la révélation sur film (GE healthcare 28906837). Les anticorps utilisés sont les suivant : 
MMP14 souris polyclonal (1/2500), tubuline lapin (1/1000 Cell Signaling 2148), Donkey anti-Mousse 
couplé à la peroxydase de raifort (HRP) (1/10000 Jackson Immuno) et Donkey anti-Rabbit HRP 
(1/10000 Jackson Immuno). Pour réaliser un marquage MMP14 puis tubuline sur la même membrane, 
la membrane a été strippée en utilisant un mélange glycine 0.2M/ SDS 0.1% / tween 1%. 
Production de l’anticorps anti MMP14 polyclonal de souris 
Tout d’abord nous avons produit la protéine MMP14 de poulet tagguée Flag dans les cellules 
293T. Le plasmide contenant MMP14-Flag est transformé dans les cellules 293T avec l’agent de 
transformation X-tremeGENE (Roche). Les cellules sont lysées pour obtenir un extrait protéique. Un 
co-immunoprécipitation est faite en utilisant des billes d’agarose couplée à un anti-Flag. Les billes sont 
lavées en TBS/ tween 0,1% puis avec plusieurs lavages en PBS. L’extrait contenant MMP14 et les billes 
est ensuite injecté à une souris une première fois avec l’adjuvant de Freund, une seconde injection 
sans adjuvant est faite un mois après et une dernière injection est faite avec de l’adjuvant 3 semaines 
après et 3 jours avant de sacrifier une souris. Une ponction cardiaque est faite pour récupérer le sang 
contenant les anticorps pour MMP14 de poulet. L’objectif initial était de réaliser des hybridomes. 
Malheureusement, cela n’a pas fonctionné et nous avons dû nous contenter de la ponction cardiaque. 
Microscopie 
Les photos d’embryons entiers ont été prises avec une loupe binoculaire Leica MZF10F équipée 
d’une caméra Leica DFC450C et du logiciel LAS. Les coupes ont été prises avec un microscope Nikon 
Eclipse 80i équipé avec une caméra DXM1200C et le logiciel NIS-elements, avec un microscope Zeiss 
AxioImager 2 équipé d’une caméra Hamamatsu ORCA Flash 4 et du logiciel Zen2 et avec un microscope 
confocal Zeiss 710. Les images obtenues ont ensuite été analysée grâce au logiciel FIJI. 
 





Le logiciel Prism6 (GraphPad) a été utilisé pour réaliser les tests statistiques. Les données ont 
été testées pour la distribution Gaussienne. Des t-test et des ANOVA suivi de comparaison multiples 
ont été utilisées en fonction de la distribution Gaussienne ou non-Gaussienne des données. La 
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MMP14/MT1‐MMP  is a  transmembrane metalloproteinase well known  for  its pro‐invasive 
role  in  tumor  progression.  However,  its  putative  function,  at  early  stages  of  cancer 






function  and  rescue  experiments,  we  demonstrate  that  MMP14  is  required  for  EMT 
independently of its catalytic activity. We found that expression and basolateral localization 
of MMP14 can be induced by Ets1. In addition, basolateral localization of MMP14 is required 
to  impair  apicobasal  polarity  during  EMT.  Finally,  basolateral  localization  of  MMP14  is 
sufficient to affect cell polarity independently of its catalytic activity. 
Keywords 
MMP14; MT1‐MMP; epithelial‐mesenchymal  transition;  apicobasal polarity;  chick embryo; 
neuroepithelium; neural crest   
Introduction 






(Cathcart  et  al.,  2016;  Chen  et  al.,  2016;  Macpherson  et  al.,  2014).  However,  its  known 
functions  are  not  restricted  to  proteolysis  of  matrix  components  in  the  context  of  cell 
migration. Studies in mammary gland development showed that MMP14 was dispensable for 
cell migration and branching but was required for deposition of white fat cells (Feinberg et al., 
2016).  In  muscular  dystrophy,  MMP14  regulates  the  fibroblasts‐adipocytes  fate  switch 
downstream of the Hedgehog pathway (Kopinke et al., 2017). Further, the cytoplasmic tail of 
MMP14 contains binding sites for regulators of the small GTPases Rac1 (Gonzalo et al., 2010a) 




initiated  by  an  epithelial‐mesenchymal  transition  (EMT).  This  complex  process  involves 
changes in adhesion, polarity and local matrix remodeling. MMPs are seen as late players in 





























line). On  some occasion,  the  apical‐most  localization  is  lost  (Fig. 1G,  asterisk, G’, bracket) 





the  situation  is  different.  Cells  delaminate  after  neural  tube  closure  and  leave  the 
neuroepithelium one by one in a dripping fashion (Gouignard et al., 2018). Thus, we wondered 





(Fig. 1L,  L’, asterisk). By  immunostaining, MMP14 protein  is detected  in  the apical part of 
neuroepithelial cells (Fig. 1M, M’’) whereas it is broadly distributed along the apicobasal axis 
in NC cells (Fig. 1M, M’, N).  
MMP14  is  produced  as  an  inactive  precursor.  It  has  a  pro‐domain  in  N‐terminal 
position  that  acts  as  an  endogenous  catalytic  inhibitor  (Tallant  et  al.,  2010).  MMP14  is 
activated in the pathway to the plasma membrane by Furin‐like pro‐enzymes convertases that 
remove  the  pro‐domain  and  is  thus  displayed  at  the  cell  surface  as  the  active  form. We 
generated a probe against chicken Furin and found it expressed in the whole neural tube (Fig. 
S1) suggesting that MMP14 may be active. To substantiate this observation, we performed a 




A‐E,  in  situ hybridization against  chick MMP14. A, Wholemount at  stage HH9. B‐B’,  transversal  cryosections  from a  stage HH8 embryo 
(mesencephalon).  C‐C’,  transversal  cryosections  from  a  stage  HH9  embryo  (mesencephalon).  D, wholemount  at  HH13.  E,  longitudinal 













shorter  band  corresponding  to  the  active  form  and  two  smaller  forms which most  likely 
correspond  to  the  result  of  an  auto‐catalytic  cleavage  removing  the  catalytic  domain 
(Hernandez‐Barrantes  et  al.,  2000;  Lehti  et  al.,  1998)  and  a  secreted  form  obtained  by 
shedding of the whole extracellular domain (Toth et al., 2002; Toth et al., 2005). 
Altogether, our results indicate that i) MMP14 and its main activator, furin, are broadly 
expressed  in whole neural  tube  including  the NC domain,  ii)  that MMP14  is activated and 




To  test whether MMP14  activity  is  required  for NC delamination, we used  several 















purposes: a  full  length MMP14  (FL), a  form  lacking the catalytic domain  (Cat) and a  form 
missing  the  cytoplasmic  (Cyto).  The  catalytic  activity  of  MMPs  (or  ADAMs)  is  heavily 
depending on a Glutamate  located  in the zinc‐binding consensus sequence of the catalytic 
domain  (Tallant et  al., 2010). A  simple point mutation  replacing  this Glutamate  (E) by  an 
Alanine  (A) or a Glutamine  (Q)  is  sufficient  to abolish  the  catalytic activity. This has been 
previously  showed  for  numerous  proteases  including MMP14  (Gutierrez‐Fernandez  et  al., 
2015), MMP19 (Sadowski et al., 2003), MMP28 (Maldonado et al., 2018; Rodgers et al., 2009) 
and  ADAM13  (Khedgikar  et  al.,  2017),  Thus,  we  generated  one  form  of  chicken MMP14 










from 7 experiments), siRNA‐MMP14 alone  (second column, n=46 embryos  from 11 experiments), siRNA‐MMP14 and  full  length MMP14 
(third  column,  n=17  embryos  from  6  experiments),  siRNA‐MMP14  and  the  delta‐catalytic  form  (fourth  column,  n=11  embryos  from  3 
experiments), siRNA‐MMP14 and the inactive point mutant (fifth column, n=14 embryos from 2 experiments), siRNA‐MMP14 and the delta‐
cytoplasmic  form  (sixth  column, n=11 embryos  from 3 experiments). Dotted  lines  indicate  the  level of  the  sections  shown below each 
wholemount. G, plot of the area occupied by Foxd3/Sox10‐positive NC cells above the post‐otic neural tube  from whole mount  images. 
ANOVA with Kruskal‐Wallis multiple comparisons, ***p<0.0005. H, immunostaining against Snail2 after electroporation of scrambled siRNA, 
siRNA‐MMP14 and co‐electroporation with siRNA‐MMP14 and  full  length MMP14. Scrambled and siRNA are  in green  (GFP), MMP14‐FL‐
mCherry is in magenta. I, plot of the NC area (Snail2) with scrambled (nembryos=11, nsections=132), siRNA‐MMP14 (nembryos=24, nsections=303) and 
siRNA‐MMP14 and full length MMP14 (nembryos=3, nsections=15), ANOVA with Kruskal‐Wallis multiple comparisons, ****p<0.0001. J‐K, neural 









siRNA  and  the  splicing  MO  inhibited  NC  delamination  as  seen  by  the  accumulation  of 





effect of  the siRNA by co‐electroporating  the various  forms of MMP14. Strikingly,  the  full‐
length form (Fig. 2F, +MMP14‐FL, third column), the inactive point mutant (Fig. 2F, +MMP14‐
EA, fifth column) and the delta‐cytoplasmic version (Fig. 2F, +MMP14‐Cyto, sixth column) 









length  MMP14  (Fig.  2H,  third  column,  2I).  We  then  cultured  neural  tube  explants  after 
electroporation  on  fibronectin  (Fig.  2J‐K)  and  found  that  the  siRNA‐MMP14  specifically 
reduced the proportion of GFP‐positive cells that had delaminated (Fig. 2K‐L) compared to the 





























MMP14.  To  test  that  we  expressed  Ets1  in  the  dorsal  region  of  trunk  neural  tubes  and 
performed  an  immunostaining  for  MMP14  (Fig.  3C).  Interestingly,  Ets1  expression  was 
sufficient  to  induce  a  loss  of  apical  localization  of  MMP14  (Fig.  3C,  arrows)  and  an 
accumulation of MMP14  in basolateral positions (Fig. 3C, arrowheads). This results suggest 








Cadherin‐7  (Fig.  4B),  the  small GTPase  RhoB  (Fig.  4C)  and  Integrin‐3  (Fig.  4D)  by  in  situ 
hybridization. We found no effect on Cadherin‐7 (Fig. 4B) whereas the area of Cadherin‐6B 
expression  was  extended  after  inhibition  of  MMP14  (Fig.  4A).  In  addition,  cells  that  are 
retained in the dorsal neural tube express RhoB (Fig. 4C) and Integrin‐3 (Fig. 4D). Detecting 
















Material 1 (PCM1, Fig. 5E‐F’). PCM1  is apically  located  in the neural tube prior to EMT and 
then redistributed throughout the cells during EMT (Fig. S4). Thus, it is a good marker to assess 






F’  right‐hand  side  of  the  image)  by  contrast  to  the  diffuse  distribution  observed  on  the 





n=5 embryos) or MMP14  (B, n=3 embryos)  siRNA. C‐D,  immunostaining against N‐cadherin  (red) and Snail2 
(white)  in embryos electroporated with scrambled (C, n=5 embryos) or MMP14 (D, n=3 embryos) siRNA. E‐F’, 
immunostaining  against  pericentriolar  material  1  (PCM1)  and  AP2  (white)  in  embryos  electroporated  with 








or  to be sent  to basolateral positions  to affect apicobasal polarity.  In  the cephalic regions, 
overall polarity is difficult to study at the time of EMT because all cells are undergoing EMT 
simultaneously. In the trunk, neuroepithelial cells undergo mitosis in the apical domain. This 












Figure  6.  Basolateral  localization  of  MMP14  is  sufficient  to  impair  apicobasal  polarity 
independently of its catalytic activity 




scrambled cells there  is a sub‐population of basal mitoses (clustering at 1). This sub‐population  is dramatically reduced  in siRNA‐MMP14 















































study  the  role of MMP14  is physiological EMT. We  found  that while  its expression  is not 
restricted  to cells undergoing EMT or migration,  the protein displays a dynamic change of 
subcellular  localization during EMT. We  found  that  it primarily acts via a destabilization of 
apicobasal polarity while located in basolateral domains of the cells. In neuroepithelial cells, 
or  pre‐EMT  NC  cells,  MMP14  is  apical.  Loss  of  function  does  not  affect  polarity  in 
neuroepithelial cells and maintains polarity in NC cells performing EMT. These data strongly 
suggests  that while  it  is  in apical  localization MMP14  is  stored and plays no direct  role  in 
apicobasal polarity. By  contrast  its basolateral  localization during  EMT  is essential  for  the 









MMP14  knockdown  the  domain  of  Snail2‐positive  cells  within  the  dorsal  neural  tube  is 
enlarged indicating that the loss of Cadherin‐6B repression is not due to a loss of Snail2. These 
observations,  in the context of the current  literature on cephalic NC EMT, strongly suggest 
that MMP14/Cadherin‐6B  interaction at  transcriptional and protein  levels  is unlikely  to be 
direct and will need to be further studied. While a direct of Cadherin‐6B in apicobasal polarity 
has been demonstrated,  it  is  known  that preventing  its  cleavage by ADAMs maintains  its 













depend on MMP2. MMP2  is  a  secreted protein  and  cells  expressing MMP14  at  their  cell 
surface may  activate MMP2  produced  by  another  cell  population.  Such model  has  been 
















2003)  such  stabilization  of MMP2  by  physical  interaction with  Cadherin‐6B may  promote 
MMP2 activation independently of other pro‐protein convertases.  
In  endothelial  cells  in  culture, MMP14  is  seen  at  cell‐cell  contacts  associated with 
integrin‐1 whereas  it goes  to protrusions and associates with  integrin‐3 upon wounding 
(Galvez et al., 2002). In these cells, association with integrin‐1 is linked to a low turnover and 
a  low proteolytic activity whereas co‐localization with  integrin‐3  is associated with a high 
turnover and a high proteolytic activity. Cephalic NC cells turn on integrin‐3 expression when 
they start  their migration  (Pietri et al., 2003). Therefore, one possibility would be  that  the 
change of subcellular localization from apical to basal that we observed is linked to onset of 
integrin‐3  expression.  In  our  MMP14  loss  of  function  experiment  NC  cells  that  fail  to 
delaminate start expressing  integrin‐3 while still  located within  the dorsal neural  tube.  It 




cell  types  and  the  requirement  for  the  intact  extracellular  domain  of  MMP14  that  we 
demonstrated  here,  it  would  be  interesting  to  test  whether  these  two  proteins  directly 





the  loss of function and that  it was sufficient to promote basal mitoses    indicating that this 
domain is not critical for neural crest delamination and the modulation of apicobasal polarity 
(Fig.  2I‐J).  Altogether,  these  observations  make  it  unlikely  that  chicken  MMP14  would 
modulate polarity via direct regulation of small GTPases via its cytoplasmic domain. Instead, 
given that the extracellular domain is essential, one should look for extracellular or cell surface 
proteins  interacting  with  MMP14  that  might  be  involved  in  maintenance  of  apicobasal 
polarity. 
Given  that expression of MMP14  is expressed  in numerous epithelial  tissues  in  the 
embryo (e.g. neuroepithelium, placodes, endoderm) and in the adult (e.g. gut, lung, gonads), 
our  results about non‐catalytic  functions  in apicobasal polarity  in  vivo  strongly  invite  to a 





























































Control  MO  5’  CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA  3’,  antisplicing  Morpholino  MMP14  5’‐
CCCCAGCCCCACACCTTGAACA‐3’,  Mo5Mismatch:  5’  CCGCACCCCGACACCTTCAAGA  3’.  All  siRNA  and  their 



































and applied  for 2 hours at  room  temperature. Washes were done  in PBS1X. Antibodies used: custom‐made 
polyclonal mouse anti‐chick MMP14, mouse anti‐AP2  (DSHB, 3B5), mouse anti‐Snail2  (Cell Signaling, C19B7), 
rabbit anti‐Sox10 (GeneTex, GTX128374), rabbit anti‐PCM1 (Dammermann and Merdes, 2002), mouse anti‐N‐

































Student  t‐tests  or  ANOVA  followed  by  multiple  comparisons  were  used  with  the  appropriate  parameters 
depending on the Gaussian vs non‐Gaussian characteristics of the data distribution. Significance threshold was 
set at p<0.05. Proportions were compared according to Taillard et al, 2008 (Taillard et al., 2008). 
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Figure S1 (related to Figure 1). Furin expression and MMP14 processing 
A‐C. In situ hybridization for chicken Furin on a stage HH12 embryo: wholemount (A), transversal cryosections 
through rhombomere 1/2 (B) and 6 (C). Expression is seen in the entire neural tube including the NC domain 
and expression is maintained in migratory NC cells from r6 (C, arrows). D, western blot against chicken MMP14. 
Bands corresponding to the full length and activated forms are clearly detected just below the 72kDa marker. 
Two lower bands at around 45 and 38 kDa likely correspond to the forms generated by autocatalysis (delta‐
catalytic) and shedding of the extracellular domain (secreted MMP14). The last band underneath the 26kDa 
marker may correspond to a cleavage fragment of the N‐terminal portion of the protein. 
   
 
Figure S2 (related to Figure 2). Controls for MO and siRNA efficiency 
A, diagram showing the position of the antisplicing Morpholino (splMO) and the two siRNA designed against 
chick MMP14. B, diagram depicting the expected minimal size of activated and processed MMP14. C, western 
blots for MMP14 from total neural tube extracts of embryos electroporated on one side with the antisplicing 
MO, its cognate control, the siRNA01 and its scrambled control at stage HH12 and harvested 24 hours later. D, 
western blots for Tubulin from the samples shown in B. E‐F, relative amount of MMP14 to Tubulin in each 
condition normalized the control sample. Western blots were performed twice from independent protein 
samples. Note that since neural tube were electroporated on one side only the maximum knockdown efficiency 
corresponds to a 50% drop of the amount of MMP14. G‐H, in situ hybridization for Foxd3/Sox10 on embryos 
electroporated by siRNA‐02 and its scrambled control (F) and MMP14‐MO and its control (G). I‐J, ratio of NC 
area above the neural tube on the electroporated and the control side and normalized to the control vector 
(si/scrambled; MO/control). For si/scr, nscrambled=13 embryos, nsiRNA‐MMP14=7 embryos from 2 experiments, 
Mann‐Whitney test, *, p=0.0145. For ctlMO/MO, ncontrolMO=5 embryos from one experiment, nMOMMP14=25 from 
5 experiments, Mann‐Whitney test, *, p=0.0108. 
 
 
Figure S3 (related to Figure 3). MMP14 is not required for maintenance of Ets1 and Snail2 
expressions. 
A, in situ hybridization for Ets1 in embryos electroporated with scrambled and siRNA for MMP14. B, in situ 
hybridization for Snail2 in embryos electroporated with scrambled and siRNA for MMP14. Arrows indicate 
regions where NC cells are either retained in the dorsal neural tube or delayed in their migration compared to 
the control side. Bracket indicates the expansion of Snail2 domain in siMMP14. 
 
 
 
 
Figure S4 (related to Figure 5). Subcellular localizations of PCM1 changes during EMT of 
cephalic NC cells. 
A‐B, immunostaining against PCM1 and TFAP2 at early EMT stage (A) and late EMT stage (B) on transversal 
cryosections through the mesencephalon of a stage HH8 (A) and HH9 (B) embryos. 
 
 
 
 
 
Figure S5 (related to Figure 6). MMP14 overexpression is not sufficient to induce EMT‐like 
phenotypes in the neuroepithelium 
A, immunostaining on cryosections against N‐cadherin (magenta) after MMP14 overexpression (GFP). B, 
immunostaining on cryosections against Laminin (magenta) after MMP14 overexpression (green). Note that N‐
cadherin distribution is normal with a strong accumulation in the apical domain and that laminin is continuous 
along the basal domain. 
 
